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OZET

Anahtar kelimeler: Fotodinamik terapi, kolon kanseri, lazer sk kaynag, LED 15k
kaynag,, ALA-5

Fotodinamik terapi (FDT), kanser ve baz malign olmayan hastaliklarm tedavisi i¢in
klinkk olarak onaylanmis bir tedavi tiiriidii. Fotoduyarh madde (FDM) adi verilen
5182 duyarh bir maddenn secici olarak hedef dokudaki tiimdrde birikmesi ve bu
maddeye uygun dalga boyundaki isik ile uyarimasiyla dokuda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ireterek kanserli hiicrenin oliimine neden olan bir dizi olaylan baglatir.
Boylelkle saglkh dokuda herhangi bir zarar vermeden sadece tiimorlii dokuyu
tahrip eden bir tedavi tiirtidiir.

FDT etkinligini fotoduyarh madde, isik kaynag, dalga modu, timér tipi, timor
boyutu ve yeri gibi parametreler etkilemektedir. FDT de yaygmn olarak lazer ve LED
(light emitting diode- 151k yayan diyotlar) kullamimaktadwr. Son yillarda fotodinamik
tedavi srasmda olusan termal hasari engellemeye yonelik cesith dalga atim modlarn
kullanilmaktadir: devamli, puls ve siiper atm modu.

Bu ¢alsmada HT-29 kolon kanseri hiicre hattmda ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
tarfindan onayl S-aminolevulinik asit (ALA-5) fotoduyarh maddesi kullaninugtir.
ALA-5 aracih fotodinamik terapinin HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda etkisi lazer
ve LED kaynakh sistemlerde iki farkh dalga modu kullanilarak incelenmistir. 635
nm dalga boyunda lazer ve LED kaynaklar1 ile devamh dalga modu (CW) ve puls
dalga modu (PM) kullamimstr. HT-29 kolon kanseri hiicre hattnda uygun ALA-5
dozu ve 15k dozu parametreleri MTT ve XTT analizleri ile belirlenmist. 1 mM
ALA-5 konsantrasyonu ve 10 J/cm?, 15 J/ecm? and 20 J/cm? enerji yogunluklar ile
fotodinamik terapi gerceklestirimisti. Kontrol olarak WI-38 akciger fibroblasti
hiicre hattinda cahsibustr. Bu dogrultuda belirlenen etkin ALA-5 konsantrasyonu ve
sk dozu tek basma hiicre poliferasyonunu inhibe etmedigi goriilmiistir. Belirlenen
dozlar kullanilarak devamh ve pulse dalga modlar1 kullanilarak lazer ve LED tabanh
sistemlerde fotodinamik terapi yapimustr. Tedaviden 24 saat sonra XTT analizleri
yapilarak hiicre sitotoksisitesi incelenmistir.

Sonu¢ olarak her iki sistem ile yapilan fotodinamik terapi sonucu hiicre

poliferasyonu azalmig ve devamh dalga modunun daha ¢ok hiicre sitotoksistesine
neden oldugu goriimiistiir.
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ALA-5-MEDIATED
PHOTODYNAMIC THERAPY ON COLON CANCER CELL LINE BY
USING LASER AND LED LIGHT SOURCE SYSTEMS IN VITRO

SUMMARY

Keywords: Photodynamic therapy, colon cancer, laser light source, LED light source,
ALA-5

Photodynamic therapy (FDT) is a clinically approved type of therapy for the
treatment of cancer and some non-malignant diseases. By selectively accumulating a
light-sensitive substance called photo-sensitive substance (FDM) i the tumor in the
target tissue and stimulating it with light at the appropriate wavelength, it produces
reactive oxygen species (ROS) in the tissue and initiates a series of events that cause
the death of the cancer cell Thus, it is a type of treatment that destroys only the
tumor tissue without any damage to the healthy tissue.

Parameters such as photo-sensitive substance, light source, wave mode, tumor type,
tumor size and location affect FDT activity. Laser and LED (light emitting diode -
light emitting diodes) are commonly used in FDT. Various wave pulse modes have
been used in recent years to prevent thermal damage during photodynamic therapy:
continuous, pulse and superbeat modes.

In this study, 5-aminolevulinic acid (ALA-5) photo sensitive substance approved by
the US Food and Drug Administration (FDA) was used in HT-29 colon cancer cell
line. The effect of ALA-5 mediated photodynamic therapy on HT-29 colon cancer
cell line was ivestigated using two different wave modes in laser and LED-induced
systems. Continuous wave mode (CW) and pulse wave mode (PM) are used with 635
nm wavelength laser and LED sources. In HT-29 colon cancer cell line, appropriate
ALA-5 dose and light dose parameters were determmned by MTT and XTT analyzes.
Photodynamic therapy was carried out with 1 mM ALA-5 concentration and energy
densities of 10 J/cm?, 15 J/cm? and 20 J/cm?. As a control, the WI-38 lung
fibroblast cell lme was studied. Accordingly, it was seen that effective ALA-5
concentration and light dose determined did not inhibit cell proliferation alone.
Photodynamic therapy was applied in laser and LED-based systems using the
determmned doses, using continuous and pulse wave modes. 24 hours after treatment,
cell cytotoxicity was investigated by XTT analyzes.

As a result, as a result of photodynamic therapy with both systems, cell proliferation
decreased and continuous wave mode caused more cell cytotoxicity.

Xii



BOLUM 1. GIRIS

Viicudumuzun dogal yasam dongiisii icerisinde hiicreler, bolinerek ve farklilagarak
gelisim gosterirler. Nedeni heniiz bilinmeyen bir sebepten dolayr hiicrelern gecirdigi
bu yasam dongiisii bozulur ve hiicreler kontrolsiz bir sekilde boliinmeye,
farkllasmaya  baglayp  cogalrlar. ~ Kontrolsiiz ~ biiyliylip  c¢ogalan  hiicrelerin
olusturdugu bu yapirya kanser deni. Kanserler viicudun herhangi bir yerinde
olusabilirler ve kan ya da lenf dolasmuyla viicudun baska bir bdlgesine gidebilirler.
Akciger, prostat, meme, kaln bagrsak (kolorektal), mide, pankreas kanseri gibi
bircok ¢esidi vardrr.

Kanser cagmizmn en biiylk hastahg olmakla birlikte heniiz tedavisi tam anlamiyla
bulunamamis bir hastalk tirtiidi. Kanserin epidemiyolojik  6zellikleri; cografi
dagihm, cinsiyet, yas, sosyo ekonomik ve mesleki Ozellklere gore farkhlik
gostermektedir. 2015 Diinya Saghk Orgiitii (WHO) verilerine gdre diinyada o6liim
nedenlerinin  birinci srasmda kanser yer almaktadr. 2012 yiinda dinyada 14,1
milyon yeni kanser vakasmmn gelistii ve bu sayismmn dinya nufiis artisma ve
yaslanmaya bagh olarak 20 yilda %70 artacag OngOriilmistir. Globocan 2012
verilerine gOre diinyada erkeklerde ticiincii swada, kadmlarda ikinci swrada; Kanser
Daire Bagkanhg 2015 verilerine gore Tirkiye’de erkek ve kadmlarda {igiincli swrada
kolorektal kanser goriilmektedir [1]. Uluslararas1 Kanser Ajanst (IARC) tarafindan
yaymlanan 2018 verilerine gore ise kanser vakalarmmn %10,2’si kolerektal kansere
ait oldugu ve 99,2 Olim oranma sahip oldugunu gostermislerdir [2]. Kolorektal
kanserin olusum nedeni tam olarak bilinmese de arastrmalara gore baz risk
faktorleri bu hastahga yakalanma olasihgm arttrdi@m gostermisti.  Yas alma,
kolorektal polipler, kisinin aile Oykiisii, genetik degisiklikler, beslenme aliskanhklar,
sigara gibi ftiitlin Urlinleri tiketimi, yasam tarz1 vs. gibi risk faktorleri bulunmaktadr.

Kolorektal kanserde tedavi yontemi tlimoriin yeri ve kanserin evresine bagh olarak



degismektedir. Cerrahi yontemler, kemoterapi, radyasyon tedavisi ve biyolojik tedavi
gibi farkh tedavi secenekleri uygulanmaktadr [3]. Hastahgin tedavi asamasi zorlu
bir siire¢ olmakla beraber geleneksellesen bu tedavi yontemleri hastalarda ciddi yan
etki olugturmakta ve hastalar1 bu siirecte yipratmaktadir.

Biyomedikal mithendisligi, canh organizmayla alakalh olan, tp ve biyoloji
alanlarmda olusan problemleri miihendislik yaklagmuyla yaklasarak bu alandaki
sorunlart ¢ézmeyi amaclayan multidisipliner bir miihendislik dahdr. Yenilik¢i bir
yaklasim kullanarak 0Ozellikle hastaliklarm teshis ve tedavisinde cihaz tasarmlar
geligtiren; aym zamanda beyin, kalp, kas gibi biyolojik yapilar tarafindan {iretilen
fizyolojikk  sinyallerin  anlasilabilmesi i¢in  kimya, fizik, bilgisayar yazihmlar,
matematik modelleri ve istatiksel hesaplar kullanan bir miihendislk dahdr. Bu
manada klinik anlamda wviicut fonksiyonlarmm daha iyi anlagiimasi ve hastalklara
tedavi gergeklestirilmesine imkan saglamaktadir.

Tbbin gelismesinde Onemli bir role sahip olan biyomedikal miihendisliginde
yasanan gelismeler ve bununla beraber farkh faktorlere bagh olarak 20. yiizyida
msan Omrii  ortalamasmm  arttiyi  bilinmektedi.  Biyomedikal miihendislerinin
geligtirdikleri  teknolojilerle  birlkte  hastalklarla miicadele etme ve  bunun
kolaylagmasi, maliyeti yiiksek olan ilaglarm makul seviyelere c¢ekilmesi gibi Snemli
kazammlar elde edimist. Yine biyomedikal alanda gerceklesen yenilikler,
hastaliklarm erken teshisi ve biyomedikal sistemlerle cerrahi islem yapiimasma
olanak saglayan tedavi kisminda da etkin bir rol oynamaktadwr. Hastalklarm teshisi
ve tedavisinn yam swra biyomalzeme kisminda da gerekli olan ihtiyaglar1 karsilama
konusunda aktif rol oynayarak mnsanlara kaliteli bir yasam firsati sunmaktadr [4].
Giliniimiizde teknolojinin  bu sekilde ilerlemesiyle beraber, geleneksel tedavi
yontemlerinin -~ dezavantajlarmmn  biliyik cogunlugunu minimalize eden bir tedavi
yontemi gelismektedir. Bu tedavi yontemlerine alternatif olarak Ozellikle son yillarda
kanser tedavisinde fotodinamik terapi uygulamalar1 kullanilmaya baglanmistir.

Fotodinamik terapi (FDT), apoptoz veya nekrozla hiicre oliimiinii hedefleyen reaktif

oksijen ve/veya serbest oksijen radikalleri iiretmek i¢in hafif ve molekiiler oksijen



varlignda aktif hale gelen 15182 duyarh madde kullanan alternatif bir tedavi
yontemidir [5]. FDT, ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmus bir
tedavi tiriidii,. Bu tedavi yonteminde fotoduyarh maddenin sistemik veya topikal
olarak uygulanmasmm ardindan fotoduyarh maddeye uygun dalga boyundaki isikla
timorlii doku uyarihr. Daha sonra tlimorli dokudaki oksijen varhginda, doku nekroz,
apoptoz ya da otofajiye siiriklenerek Olimii gerceklesi. Burada yasanan olaylarm
timii fotokimyasal olaylar oldugu icin sadece tiimorlii dokuda sitotoksik etki
goriilirken bag dokusu hasar1 gerceklesmez ve bu sayede saglkh doku ve organlar
zarar gormez. FDA tarafindan onaylannus bir¢ok fotoduyarlh madde bulunmaktadir.
Fotoduyarlh maddeler genellkle fotodinamk reaksiyonda uyarimis uzun Omiirlii
triplet seviyenin olusumunda etkii olan aromatik molekiillerdi. Boya, ilag,
kozmetik, kimyasal maddeler ve birgok dogal madde igceren, 5132 duyarh hale
getrme Ozellklerinde 400'den fazla bilesik bilnmektedi. En uygun fotoduyarh
madde gereksinimleri foto-fiziksel, kimyasal ve biyolojik oOzellikleri icerir. Ideal bir
fotoduyarh madde toksik olmamah ve sadece wgmlanma ile etkinlestirildikten sonra
lokal toksisite gostermelidir [6]. Timorin bulundugu yere ve tedavi sekline uygun
fotoduyarh maddeler kullamimaktadr. Hematoporfirm, fotofrin (porfimer sodyum),
aminolevulinik  asit, protoporfirm  IX, verteporfin, foscan, temoporfin, 8-
metoksipsoralen, ftalosiyanin, metilen mavisi, indosiyanin yesil, hiperisn  gibi
fotoduyarli maddeler kullanilmaktadwr [7-11].

Tez c¢ahsmasmmn konusu, amnolevulinik asit (ALA-5) fotoduyarh maddesinin 635
nm lazer ve LED 15k kaynaklart kullandlarak HT-29 kolon kanseri hatti {izerinde
fotodinamik  terapi  uygulamasmm  karsilastwriimah  olarak  incelenmesidi.  Tez
cahgmasnda, ALA-5 aracth FDT’nin sitotoksik etkileri arastrimustr. Bu g¢aligmanin
amaci, kolon kanseri hiicre hatti in vitro ¢ahsmalar1 ile lazer ve LED 15tk kaynaklari
kullanllarak ALA-5 fotoduyarh maddesi i¢gin uygun klink Oncesi protokollerin
belirlenmesi, uygun dozlarm literatire ve klinkk c¢ahsmalara kazandmriimasma katki
saglamaktr. Ayrica literatirde ALA-5 aracih fotodinamik terapmnin kolon kanseri
lizerinde ¢ok caligma olmamasi, tezimize bu manada da Ozgiinlik katarak literatiire
katk1 saglayacaktir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kolorektal Kanser
2.1.1. Kolon anatomisi

Kolon ve rektum, genel olarak bagrsak adi ile adlandrilan sindirim sisteminin
segmentini olusturur. Kolon, ileumun ucundan ileogekal valf ve apendiks dahil
olmak {izere sigmoid kolon ve rektum arasmdaki baglanttya uzanan ve ince
bagrsaklar1 bir kemer gbi saran tibiller yapidr. ince ve kaln bagrsaklar arasmdaki
anatomik farkhliklar pozisyon, ¢ap ve fiksasyon derecesi kolonda ii¢ farkli yapmmn
varligm icerir: taeniae coli, haustra ve epiploik apendiksler. Kolon kash bir duvara
sahiptir ve artan ¢api haustranin varlg, epiploika ve tenia coli ile mce bagrsaktan
ayrt edilebilir. Tenia, st rektumda siirekli bir uzunlamasma kas ceketi olugturmak
icn  abdommnal kolon boyunca devam eden ve apendiks tabanndan baglayan
liflerinin  yogunlasmasmdan  olusur [12-14]. Kolonun vaskiiler besleme ve
ekstraperitoneal veya retroperioneal yerlesimi ile tamamlanan 5 bolime ayrilr:
¢ekum (apendiks), yiikselen kolon (ascending colon), enine kolon (transvers colon),
men kolon (descending colon), sigmoid kolon ve rektum. Kolonun uzunlugu
degisken olmakla birlikte ortalama 150 cm uzunlugunda, ince bagmsaklarn yaklagik
dortte biri kadardr [12-15].
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Sekil 2.1. Kolon anatomisi [16]

Cekum, kolonun ik ve en genis kismudr. Yaklasikk 6-8 cm capmdadr. Cekum
posterior psoas kasi ve femoral kutanz sinre yakmdwr. Cekum duvary, diger kolon
segmentlerinin - duvarlarma  kiyasla incedir. Birgok insanda ¢ekum yiizeyinin
%90’nindan fazlas1 periton ile kaplhdr. Terminal ileum mezenterinden ayrian bir
periton kwvrmu, kolon ve c¢ekumun alt kismma baglanmak i¢in ileumun iizerinden
gecebili. Buna superior ilogekal kat denir ve antreior ¢ekum arteri iginden geger.
Terminal ileumun 6n kisminda ve apendiks mezenterin 6n kisminda, alt ileogekal kat
vardr ve iginden anatomik bir yapt gegmez. Ileum, insanlarda ileogekal valf adi
verilen ve ¢ekuma dogru uzanan konik bir papiller yiikseklik ile agihr. Bu valf sadece
¢ekum iceriginin ileum icerisine tekrar yapiymasma engellemekle kalmayarak ileal
icerigin ¢cekuma ¢ok hizli gecmesini Onlemektedir [12, 14, 15].

Apendiks  vermiformis, c¢ekumun posteromedial yOniinden ileogekal birlesme
yerinden yaklasik 3 cm uzaklikta, tek tarafi kapah boru seklindeki yapidr. Uzunlugu
yaklagik 2-20 cm (ortalama 8-10 cm) ve capr 5 mm’dir. Yiksek hareket kabiliyeti
nedeniyle apendiks bircok pozisyonda ve aym kiside farklh zamanlarda cesith



pozisyonlarda  bulunabilir. Insanlarm %85’inde posteromedial pozsyonda oldugu
tahmin edilmektedir [12-16].

Yikselen kolon sag bobrege ve duodenuma (onikiparmak bagwrsagl) anteriordur ve
yaklastk 15 cm uzunlugundadrr. Yiikselen kolonun onii ve her iki tarafi periton ile
kaphdr.

Enine kolon, kolonun keskin bir sekilde sola dondiigii noktada (hepatik fleksiyon),
sag lobun alt yiiziiniin karacigerin hemen altinda baslar. Yaklasik uvzunlugu 45 cm’dir
ve kolonun en uzun segmentidir. Enine kolonun tamamu periton ile kaph olmasi ve
arka karm duvarma uzun bir mezenter ile baglanmasy, hareket kabiliyetini
saglamaktadr. Enine kolon mezenteri ile pankreas ve sol bobrek hilusundan gecerek
batm alt ve {ist bolmeye aymrr; aym zamanda bu bolge bulasict durumlarda her iki
bolmeyi ayran bir bariyer gibidir. Enine kolon mezenteri, lenf diiglimleri ve sinirler
ile birlikte orta kolik arter ve veni icermektedir.

Inen kolon, splenik fleksuradan pelvis girisine uzanan ve yaklasik 25 c¢cm olan kolon
segmentidir. Yikselen kolon gibi medial ve lateral yiizeyleri peritonla ¢evrilidir ve
kisa bir mezoklon icerir. Yikselen kolon ile karsilastridignda daha derin bir
yerlesime sahiptir ve Ozellikle genc kadmlarda posterolateral olarak yerlesmistir.

Sigmoid kolon genellikle tamamen periton ile kaphdwr. Ortalama uzunlugu 35-40 cm
olan sigmoid kolon wuzunluk, pozisyon ve sabitlenme agismdan farkhliklar
gosterebili. Inen kolon iliak krest seviyesine geldiginde sigmoid kolon ve bir
mezenter olur. Genellikle V seklinde ve bazen de U seklinde bir mezoklon icerir
[12,14,15].

2.1.2. Histoloji

Kolon, 15k mikroskobu ile kolayca goriilebilen birka¢ es merkezli katmandan olusur.
Limen disma dogru bu katmanlar sunlardr: kolon epitelyumu, lamina propia,



muscularis mukoza, submukoza, muscularis propria (i¢ dairesel bir tabaka ve diiz

kasm dis uzunlamasina tabakasmi icerir) ve seroza [15].

Mukoza

Submukoza
Muscularis externa
Seroza

Epitelyum

Lamina propria
Muscularis - SSre—
mukozasi ooy

Submukoz

i¢ dairesel
katman

Dig
boylamasina Duocdenum
tabaka M.d!(e:raciger ve pankreas salgilan

Yemek borusu

Seroza

Sekil 2.2. Bagirsak duvari katmanlari [14]
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Kolonun ana gorevi digskilarin gegici olarak depolanmasi ve tasmmasidr. Bdylece
glinlik olarak yaklagk 1 litre su emer ve bu da disknin kalnlasmasma neden olur.
Ayrica sodyum, potasyum ve klorlir emilimi saglanrken limenin kendisine
potasyum salgillayabili. Fizyolojik bagwrsak florasy, isan viicudu ile simbiyoz
halinde yasayan anaerobik bakteriler (yaklasik gram icerkk basma 101° — 10!
bakteri) bakimmndan zengindir. Sindirlemeyen gda bilesenlerinin  (6rn.  seliiloz)
ayristrlmasy, K vitamini  {iretilmesi, bagwrsak peristaltizminin  tesvik edilmesi  ve
bagisiklik sisteminin desteklenmesi gibi temel islevleri yerine getirirler [17, 18].

2.1.4. Kolorektal kanser epidemiyolojisi

Kolorektal kanser, her yil bir veya 2 milyon yeni vaka teshisi konan diinya capmda
en yaygn olarak TUglincli srada yer alan kanser tiirlidir. Cinsiyete gore bakildig
zaman kadmlarda en sk goriilen ikinci, erkeklerde ise liglincii swrada yer alan ve
bununla birlkte buna bagh Olimleri %10 orannda etkileyen kanser tiirtidiir.
Kolorektal kanser insidanst 50 yasin iizerindekilerde anlamh bir sekilde artmaktadir
ve kolorektal kanser gelisme olasiig kadmlarda erkeklere gore daha yiksektir [19-
21]. Globocan 2018 verilerine gore kolorektal kanser, kiiresel kanser insidansmmn
%10.2’sini (1.8 milyon yeni vaka) ve kiiresel kanser Olimiiniin %9.2’sini (881.00
Olim) olugturmaktadr. Yine Globocan 2018 verilerine gére melanom dis1 cilt kanseri
haric en sk gorilen 5 kanser tiirii: akciger, meme, kolorektal, prostat ve troid
kanserlerdir.  Tirkiye’deki  kanser insidansmmn  %5.4’tnii  kolorektal —kanser
olusturmaktadr. Yeni vakalarda gorilme sikhigr altmer swada iken kolon kanserine
bagh Olimlerin goriilme sikhgnda tgiincii srada yer almaktadr [22]. Halk saghg
genel miidirliigi verilerine gore 2009 ve 2014 yillart arasmda erkeklerde kolorektal
kansere yakalanma oram yiiz binde 20 ile 22 arasmda seyrederken kadmlarda bu
oran yliz binde 13 ile 15 arasmda degistigi gOrilmiistir [23]. Tiim kolorektal
kanserlerin yaklasik %41°1 proksimal kolonda, %22’si distal kolonda ve %28’
rektumda goriilmektedir. Hastalk en sk olarak Kuzey Amerika’nin sanayilesmis
iilkkelerinde goriimektedir. Dogu ve Bati Avrupa, Iskandinav iilkeleri, Yeni Zelanda
ve Avusturalya gibi gelismis iilkelerde olmak iizere tiim diinyada rastlanan bir kanser
tiriidir. Ancak kisinin kokenine, yasma ve cinsiyetine bagh olarak potansiyel



farkhliklar ~ goriilebilir.  Afiika kokenli Amerikahlar, Hintller, Hawailler ve
Meksikalilar en yiksek insidans ve Olim oranma sahiptir [19, 24]. Kolorektal kanser
msidans1 ve mortalite oranlar1 diinya genelinde 10 kata kadar degismekte olup
kolorektal kanser insidanst ve mortalitesindeki paternler ve egilimler, mevcut mnsani
gelisme seviyeleri ile iligkilidir [6]. Teknolojinin gelismesi ile birlikte tarama, teshis
ve tedavideki gelismeler kolorektal kanser mortalitesinde azalmaya katkida
bulinmustur. Ozellikle bu azalma beyaz wkta belirginken, siyah wkta kolorektal
kanser insidansmda azalma saptanmamustr.  Sosyackonomik  degisiklkler ve
biyolojik faktdrlerm bu wksal farkhhklarm olusmasmda etken rol oynadig
diigiiniilmektedir. Diyet ve ¢evresel faktorlerm de aym iilke ve yorelere gore
farkliiklar gostermesinde etkili oldugu disiiniilmektedir ve nitekim yiiksek yag ve
disik lif iceren diyetle beslenen toplumlarda kolorektal kanserin daha sik goriildiigii
gozlemlenmistir [20-27].

2.1.5. Kolorektal kanserin molekiiler mekanizmasi

Kolorektal kanser sporadik veya kaltsal olabilir ve birden fazla molekiiler yolla
ortaya ¢ikabilmektedir. Genomik ve epigenomik instabilite, neoplastk maddeyi
normal kolon epitelinden ayrr ve kolorektal karsinogenezin aymt edici bir
ozelligidir [28-30]. Genomik ve epigenomikler, kolorektal kansere 6zel degidir fakat
her ikisi de kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaktadir.

Kolorektal kanserin molekiiler c¢ahgmalart sonucu, kanser gelisiminde c¢esitli sinyal
yollarmmn yer aldig bilinmektedir. Kolorektal kanserlerin ¢ogu adenomlarda gelistigi
kabul edimektedir ve normal epitelden adenom karsinoma gecis birgok molekiiler
olaylarla iliskilidir [31-33].

Genomik ve epigenomik instabilite, neoplastkk maddeyi normal kolon epitelinden
ayrr ve kolorektal karsinogenezin aymrt edici bir Ozelligidir [28-30]. Kolorektal
kanserlerde ¢esith genomik veya epigenomik instabilite tanmlanmustr: kromozomal
instabilite (CIN), mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve CpG ada metilat fenotipi
(CIMP) [34].
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Kromozomal instabilite yolu, tim kolorektal kanser vakalarmm %80-85’ine neden
oldugu icin klasik yol olarak kabul edimistir ve kromozom sayisindaki degisiklikler
ile iliskilidir [35]. Bu karsinomlar genellikle yiiksek oranda anaploiddir ve gen kopya
sayismda carpict degisiklikler gostermektedir. Bu molekiiler yol, ailesel adenomatdz
polipozdan (FAP) sorumlu olan adenomatéz polipolizis coli (APC) genmnin kesfiyle
birlikte anlagimustr  [36, 37]. Kromozomal instabilitenin temelini olusturan
mekanizmalar arasmda kromozom ayrmi, telomer disfonksiyonu ve DNA hasar
yanitindaki degisiklikler; APC, K-RAS, PI3K ve TP53 gibi hiicre fonksiyonlarmmn
korunmasmda rol oynayan kritk genleri etkileyen faktorler bulunmaktadw. Bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar kolorektal kanser gelisimini ve ilerlemesini
etkilemektedir [38, 39].

Mikrosatelitler, genom boyunca dagimis basit tekrarlayan DNA dizileridir. 100 kata
kadar tekrarlanabilen bir veya daha fazla baz ¢iftinden olusurlar. Tekrarlayan yapilar
nedeniyle DNA replikasyonu srasmda olusabilecek hatalardan sorumludurlar [40].
Kisa DNA zncirlerini veya tekrar dizilerni (2-5 baz ¢ift) onarma yetenegi
mikrosatelit instabilite olan tiimorlerde azalmaktadr. Bu nedenle mutasyonlar bu
bolgede  birikme  egilimindedrler ve tiimor  gelistrmektedirler.  Mikrosatelit
mnstabilite olan tiimorlerde mutasyona ugrayan genler arasmda MLH1, MSH2,
MSH6, PMS1 ve PMS2 bulunur [41]. Mikrosatelit instabilite yolag,, kromozomal
mstabilite karsinomlarmn aksine genellkle az anaploidi gostermektedir. Aym
zamanda DNA tamir mekanizmalarmm kaybma bagh olarak hipermutasyon
karsinomlarmmn gelismesinden sorumludur. Bu yollar Lynch sendromu olarak bilinen
kaltsal polipozis olmayan kolon kanserinn (HNPCC) molekiiler genetik kokenleri
arastirilirken  kesfedimistir  [42].  Genel olarak mikrosatelit instabilite  tiimorleri
sporadik timorlerden daha iyi prognoza sahiptir [34].

CpG ada metilat fenotipinden sorumlu olan epigenomik instabilite, kolorektal
kanserde bagka bir yaygm oOzelliktir. Insan genlerinin yaklask %50’sinde goriilen
CpG adalar, sitozin ve guanin kalntilarmm bulundugu boélgelerdir. Metilasyon,
birgok genin promotor bolgesinin yakmnda CpG adalarmmn (Guanin-Sitozin ve CpG
bakimmndan zengin bolgeler) sitozin kalntilarmda meydana gelmektedir. CpG ada
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metilat fenotipi tiimorlerinin temel Ozelligi, genetik susturma ve protein ekspresyonu

kaybma yol agan onkojen promotorlarinin hipermetilasyonudur [43, 44].

2.1.6. Kolorektal kanerin risk faktoreri

Kolorektal kanserin olusma sebebi tam olarak bilinmemektedir; fakat baz risk
faktorlermn  bu kansere yakalanma riskini artrdigi  gbzlemlenmisti.  Kolorektal
kanser gelisiminde yas, genetik ve ¢evresel faktorler onemli bir rol oynamaktadr.
Kaltsal faktorlerin neden oldugu kolorektal kanserinin disnda en Onemli ana risk
faktorli yas olarak kabul ediimektedir ve hastaliga yakalananlarm %90’nndan fazlasi
50 yas ve lzeri mnsanlardan olugsmaktadr [3, 25]. Yasa ek olarak, degistirelemeyen
baska risk faktorleri vardr. Iltthaph bagrsak hastahf ykiisii-lilseratif kolith
hastalarda risk %3.7 artarken, Crohn hastali@ olan kisilerde kolorektal gelistirme
riski %2.5 daha yiksek risk tasmmaktadm. ilthaph bagrsak hastahgmda bulunan
kronik inflamasyon siklkla anormal bir hiicre biiylimesi olarak bilinen displazi {iretir.
Displastik hiicreler heniiz malign olmasa da, anaplastik olma ve bir timor haline
gelme sans1 yiksekti. Bu gruba dahil edilebilecek diger risk faktorii, ozellkle 50
yasin altindaki kisilerin aile Oykiisiidiir. Aile ge¢misine bagh artmug bir risk, kaltsal
mutasyanlardan veya ¢evreden kaynaklanabilir [20].

Lynch sendromu (kaltsal polipozis olmayan kolorektal kanser), ailesel adenomatoz
polipozis (FAP), MUTYH ile iliskii polipozis (MAP) kaltsal kolorektal kanser
sendromlaridr.  Lynch sendromu ve ailevi adenomatoz polipozs, tiim kolorektal
kanser insidansmm %5’ini olusturmaktadr. Birinci derece akrabalarda kolon kanseri
alle Oykiisii olmasi, kiside kaltsal kolon kanseri sendromlari olmasa bile vakalarm
yaklastk  %20’sinde  kolorektal kanser gelisim riskmi  artwrmaktadr.  Genel
popiilasyonla  karsilastirildignda, birince derece akrabalarda kolorektal kanser
Oykiisii olan kisilerde risk iki kattan fazla artmaktadir [25].

Yasam tarziyla ilgii baz risk faktorleri diyet ve fiziksel aktivite ahskanhklardir.
Kolorektal kanser insidansmda azalma ile iligkili koruyucu faktorler arasmda diizenh
fiziksel aktivite, meyve ve sebzelerde zengmn diyet, yiksek lifli diyet, folat
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bakmmndan zengin diyet, kalsiyum, siit {riinleri, D vitamini, B6  vitamini,
magnezyum almu, balk, sarmsak tiiketimi, diizenli olarak asprin kullanmi, Steroid
olmayan anti-inflamatuar ilaglar (NSAIDS) yer alr. Ornegin, hareketsiz bir yasam
tarzmm kanser riskini artwrdigi distniimektedir ancak kolorektal kanser ile
hareketsizlik arasmdaki bu iliski tam olarak tanmmlanamanustr. Bununla birlikte orta
derecede fiziksel aktivitenin metabolk hizlar, bagwrsak hareketliligini, uzun vadede
metabolik etkinligi artrdi@ ve kan basmcmi disirdigi  kantlanmustr  [20, 25].
Hareketsiz yasam tarz, kolorektal kanser i¢in bir diger risk faktorii olan obezite ile
de ilgiidir. Cok sayda gozlemsel cahsma obezite ve kolorektal kanser riski arasmda
bir iliski oldugunu gbstermisti. Mendelian Randomizasyon Calismasi’'nda, obezite
ve kolorektal kanser ile cinsiyet arasmdaki iliski incelenmistir [45]. Bunun
sonucunda obezite ve kolorektal kanser ile kadmlar arasmda erkeklere gore daha
glcli bir iliski oldugunu gostermistir. Bu risk hem gida almm hem de proinflamatuar
sitokinlerin  salgilanmas1 yoluyla kolorektal kanser gelisimi tesvik edebilen hormonal
olarak aktif bir wuclit yag bileseni olan visseral adipoz doku seviyelerinin baglantil
olmasi kolon ve rektumda inflamatuara, insilin direncine ve adiponektin veya lektin
gibi metabolikk enzimlerin modiilasyonuna yol acar. Bu baglamda diyet, saglksiz
beslenme ahgkanhklarmmn kolorektal kanser gelistirme sansmi %70°e kadar arttrma
riski ile giigli bir baglantisi vardr. Ormegin, krmmz et, kanserojen N-Nitrosa
bilesiklernin yam swa sitotoksik ve genotoksik aldehitlerin lipoporoksidasyonla
olusumunu artran bagrsaktaki heme gruplarmn serbest bmakwr. Ayrica yiksek
sicaklklarda pisirilen et sindirimden sonra heterosiklk aminler ve polisiklik
hidrokarbonlar tiretir. Her ikiside potansiyal kanserojen olarak kabul edilmektedir.
Shivappa ve arkadaslart besinlerin  Diyet inflamatuar indeksinin  kullanmu il

kolorektal kanserin baz yiyeceklerde goriilme riskinde artis oldugunu gostermistir
[20, 25].

2011 yinda Fedirko ve arkadaslarmm, 2004 yilinda Cho ve arkadaglarmm, 2008
yiinda Mizoue ve arkadaslarmm yaptigt ¢ahsmalarda alkol tiikketimi ile kolorektal
kanser insidansi1 arasmda nedensel bir iliski oldugu goriilmiistir [25]. Alkol tiiketimi
durumunda, asetaldehit alkol metabolizmasi enzimlerin  polimorfizmlerine  bagh
olarak yani DNA sentezini, onarmmmi, yapt ve islevini glutatyon fonksiyonunu
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degistirerek ve kolon mukozal proliferasyonundaki artis1 etkileyerek popiilasyonlar
arasmda kolorektal kanser gelisme riskini artracak kanserojen olarak tanmlanmustir
[25, 46].

Titlin ~ kullanmak, nikotin gbi kanserojenlerm  yikksek iceriginden dolayl
metabolitleri bagwsaklara kolayca erigebilen ve polipler {iretebilen, nikotin gibi
kanserojen madde igeriginin olmasi kolorektal kansere yakalanma riskimi %10.8’e
kadar atmasma neden olabilmektedir. Sigara igmek kolorektal kanser riskini
arttrmasma ragmen, sigarayl bmrakip brakmadiklarma bakilmaksizn, yalizca uzun
stireli sigara i¢enler i¢in 6nemli bir iliski oldugu bulunmustur [20].

Epidemiyolojik ¢alismalar, D vitamini i¢cin kolorektal kanser gelisiminde koruyucu
bir rol oynadigm gostermisti. Son zamanlarda yapilan c¢ahsmalarda diyet kalsiyum
ve kalstyum takviyelerinin = kadmlarda  kolorektal kanser riskini  azalttigmi
gostermektedir [25].

Genel olarak bakildignda kolorektal kanser etiyolojisinde diyet su ana kadar
tammlanan en Onemli eksojen faktor olmustur. Son zamanlarda Diinya Kanser
Arastrma Fonu ve Amerikan Kanser Arastrma Enstitiisi, diyet, fiziksel aktivite ve
kanserin Onlenmesi ile ilglli bilimsel literatirdeki kapsamli raporlarmda, kolorektal
kanserin ¢ogunlukla uygun diyetler ve iligkili faktorler tarafindan Onlenebilir oldugu

sonucuna varmislardir [46].

2.1.7. Kolorektal kanserin tam ve evrelendirilmesi

Kolorektal kanser, bir hasta semptomlar gosterdiginde veya bir tarama programmnmn
sonucu olarak teshis edilebili. Kanserleri tkanklhifa neden olan veya perforasyon
olan hastalar digmda, semptomlarm  siiresi prognoz ile iliskili degidir. Erken
kolorektal kanser semptom iiretmediginden ve kolorektal kanser semptomlarmm
cogu spesifik olmadigndan tarama programlar ile tespit edilmeye yonelk ugraslar
gerekmektedir. Tiim kolorektal kanserler igin genel belirti ve semptomlar bagmsak
algkanlklarmda bir degisiklik, digkida kan, abdommal ¢ift, anoreksi, demir eksikligi
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anemisi, karm agrisy siskinlk, hazmsizlk, enerji, kilo kaybi ve genel saghkta bir
azalma yer almaktadr. Belitiler biiyiiklik, yer, timor tipi ve kisiye gore biiyik
Olcide degisebili.  Genellikle bu semptomlar diger bagrsak sendromlar ile
kargtrimaktadr  [47, 48]. Kolorektal kanser tanist konan kisilerin  yaklagik
%20’sinde metastatik hastalk vardr. Metastaz lenfatikk yaylma, hematojen yayima,
bitisikk veya transperioneal yayilma ile olusur. Kolorektal kanserin en yaygm
metastaz bolgeleri arasmda bolgesel lenf diiglimleri, karaciger, akciger ve periton
bulunur. Metastazlarm bulundugu bolgeye bagh olara, semptomlar: tiimoriin direkt
yaylhmi, sariik ve sag st kadran agrisi (karaciger), supraklavikiiler lenfadenopati,
agrih  umbilkal nodiiller, nefes darhy (akcigerler) nedeniyle karm agrisy,
perforasyon ve apse olabilmektedir. Kanserin evresi ne olursa olsun bagrsak
tikanmast ve/veya perforasyonu kotii bir prognoz anlamma gelmektedir [25].
Hastalk i¢in yiiksek risk altnda veya semptomlari olan ve gaita gizli kan testi pozitif
olan kisilere ek tam testleri gerekmektedir. Aletsel ve patolojik degerlendirme icin
endoskopi, sigmoidoskopi veya kolonoskopi kullamlarak teshis yapimaktadr.
Potansiyel olarak metastatikk leyonlar i¢cin radyolojik teknikler kullammaktadir.
Kontrash gogiis rontgeni filmleri ve karacier, kemik ve bilgisayarh tomografi (BT)
taramasi, manyetlkk rezonans goriintileme (MRG), poztron emisyon tomografisi
(PET), rektal wultrason dahil tiim taramalar kullamlarak degerlendiriimektedir.
Kolorektal kanserin erken teshisine izin verecek serolojik belirteglerin arastiriimasi
icn ¢ok c¢aba harcanmistr. En yaygn belirleyici olan karsiembriyonk antijen
(CEA), CA19-9 karbonhidrat antijeni teshis icin kullamlan biyolojik belirteclerdir.
CEA seviyeleri gbi tiimor belirte¢ seviyeleri kolorektal kanserde yikselse de,
kolorektal kanserin teshisinden ziyade tedavi sonrasi takip ve silirveyansi izlemek icin

bir arag¢ olarak kullanilmaktadir [24, 48].

Tedavi kararlari genellkle daha eski Diklere veya Modifiye Astler-Coller (MAC)
smiflandrma semasma atifta bulunur [48]. Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC)
ve Kanserle Miicadele Uluslararast Birligi (UICC) tarafindan tiimér —diigimii
metastaz  sistemi  veya TNM sistemi kanser tlirlermin evrelendiriimesi  i¢in

kulanimaktadr. T, primer tlimdriin boyutunu; N, herhangi bir lenf bezinde kanser
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olup olmadigmi;, M, kanserin uzak bolgelere yayilmis olup olmadigmi ifade
etmektedir (Tablo 2.1.) [25, 47, 48].

Tablo 2.1. TNM smiflandirma sistemi [47]

Primer tiimor (T)

Aciklama

X Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer timor kanit1 yok

Tis Karsinoma in situ: intraepitelyal veya lamina propria invazyonu

T1 Timér submukozay1 invaze etmis

T2 Timér muscularis propriay1 invaze etmis

T3 Tiimér muscularis propriadan sonra postrozaya veya peritonealize
olmayan perikolik veya perirektal dokulara girer

T4 Tiimér dogrudan diger organlar veya yapilart ve / veya perforatlar isgal
eder

Bolgesel lenf

diigtimleri Agiklama

™)

NX Bolgesel diigiimler degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu metastaz yok

N1 1-3 bolgesel lenf nodunda metastaz

N2 4 veya daha fazla bolgesel lenf nodunda metastaz

Uzak metastaz (M)
MX

MO

M1

Uzak metastaz varligi degerlendirilemiyor
Uzak metastaz yok

Uzak metastaz

Tablo 2.2. TNM sistemi ve kanser evresi arasindaki iligki [48]

Cerrahi rezeksiyon sonrasi

E ThM 5 yillik sag kalim
Evre 0 Tis, NO, MO
Evre 1 T1, NO, MO
T2, NO, MO %85-95
Evre 2A T3, NO, MO
Evre 2B T4, N0, MO %60-80
Evre 3A T1-2, N1, M0
Evre 3B T3-4, N1, MO
Evre 3C Herhangi bir T, N2, MO %30-60
Evre 4 Herhangi bir T, herhangi bir N, M1
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2.1.8. Kolon kanseri tedavisi

Kolon kanseri tedavi yontemi tiimorin kolon ve rektumdaki yeri ve hastaligin
evresine bagh olarak degismektedir (Tablo 2.3.). Var olan duruma gore ameliyat,

kemoterapi, biyolojik terapi veya radyasyon tedavisi gerekebilir.

Genel tedavi stratejisi cerrahi, tedavi edilebilir potansiyel kolorektal kanserden
etkilenen hastalar i¢in birincil tedavi yontemidir. Adjuvan tedavi, niks ve Oliim
riskini azaltmak amaciyla uygulanan sistemik bir tedavi yontemidir. Niks oram
patolojik evreleme ile tahmin edilebilir. Adjuvan kemoterapi evre III hastalarmda bir
standart tedavi iken, evre II'de roli daha az olmaktadr. Metastatik hastalkta
kemoterapi, sag kalmm uzatmak, yasam kalitesini artrmak ve siirdirmek amaciyla
ilk tedaviyi temsil etmektedir [3, 48]. Kolorektal kanser tedavisi; yerel tedaviler,
sistemik tedaviler ve ortak tedavi yaklagmlart seklindeki tedavi yontemleri ile
gerceklestirilmektedir.

Cerrahi tedavi, Ozellikle kolon kanseri hastalar1 i¢in standart bir tedavi yontemi
olarak kabul edilmektedir. Ameliyatm ne sekilde olacag kanserin evresine, yerine ve
ameliyatm amacma bagh olarak degismektedir. Kanserin erken asamalarmda
rektumdan kolon i¢ine girilerek kanser alnrsa bu tedavi sekline lokal eksizyon
denmektedir. Kanser bir polipte bulunursa, bu operasyona polipektomi denmektedir.
Bu operasyonlar genellikle kanserin erken asamalarmda uygulanmaktadr. Kanser
eger daha biiyilk ise kolonun tiimii ya da bir kismmi ¢ikarmak i¢cin kolektomi denilen
cerrahi iglem uygulanmaktadr. Bu cerrahi iglem sonucu atiklarm gegmesi i¢cin viicut
disma bir acklk yapilr ise bu isleme kolostomi denmektedir. Cerrahi islemler
sonrasinda kalan ya da kalabilecek olan kanser hiicrelerni yok etmek i¢cin hastaya
kemoterapi veya radyasyon tedavisi Verilebilmektedir. Ameliyattan sonra kanserin
geri gelme riskini azaltmak icin yapilan bu tedavilere adjuvan tedavi denmektedir
[49-54].

Kolorektal kanser yayldigmda ve bikag kiiglik tiimor varsa (karacifer veya
akcigerde) bu metastazlar bazen ameliyatla c¢ikarlabilir veya ablasyon veya
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embolizasyon gibi bagka tekniklerle tedavi edilebimektedir.  Ablasyon, kiigiik
timorleri (4 cm’den az) c¢ikarmadan yok eden tedavileri ifade etmektedir.
Radyofrekans ablasyonu, mikrodalga ablasyonu, etanol ablasyonu, kriyocerrahi gibi
cesitleri  bulunmaktadr. Radyofrekans ablasyonu, Ozellkle karacigere metastaz
yapmis kanseri tedavi etmek amaciyla kullamimaktadir. Embolizasyon, ablasyon ile
tedavi edilemeyecek kadar biiyikk olan tiimorler icin, genellkle 5 cm'den (yaklasik 2
ing) daha biyik olan tiimorler, kullandabilmektedir ve ablasyon ile birlikte de
kullanilabilmektedir.  Embolizasyon  karacigere = metastaz ~ yapmug  kolorektal
kanserlerni kemoterapi veya radyoaktif boncuklarla tedavi eden bir yontemdir. Bu
tedavi bir tiir arteriyel yonelimli kateter tedavidir. Bu yontem, doktorlarm tedavide
karacigerin saghkh kisimlar1 ve viicudun geri kalan bolimleri {izerindeki etkilerini
smirlandirrken, metastatik  tiimorleri  tedavi etmelerini  saglamaktadw. Karacigere
metastazli  kolorektal kanseri tedavi etmek i¢in kullanlan 3 ana embolizasyon
prosediirii  vardir: Arteriyel embolizasyon, kemoembolizasyon ve radyoembolizasyon
[49, 50, 53, 54].

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini yiiksek enerjili msmlar (x-1smlart gibi) veya
parcaciklar kullanarak yok etmeyi amaclayan bir tedavi yontemidir. Radyasyon
tedavisi, rektal kanserli hastalarm tedavisinde daha sik tercih edimektedir. Aym
zamanda farkh tiplerde kanserleri tedavi etmek i¢in cesitleri bulunmaktadwr: dis 15m
radyasyon tedavisi (EBRT), intraoperatif radyasyon (IORT), brakiterapi,
radyoembolizasyon [49, 50, 55-57].

Kolorektal kanser, agiz yoluyla veya dogrudan kan dolasimma verilebilen ilaglar
kullanlarak da tedavi edilebilir. Bunlara sistemik tedaviler denir ¢iinkii viicuttaki
kanser hiicrelerine ulasabilirler. Kolorektal kanser tipine bagh olarak, asagidakiler
gbi farkh tipte ilaglar  kullandabilir:  kemoterapi, hedefli terapi ilaglan,

immiinoterapi.

Kemoterapi, kanser hiicrelerini dldiiren ilaglarla yapilan tedavi seklidir. Ilaglar damar
yolu veya agz yolu ile alnrsa buna sistemik kemoterapi denmektedir. Ilaglar bu yol
le viicudun diger bolgelerine ulasarak kanserin viicutta bagka bolimlere yayiima
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riskini  azaltmaktadr. {lacm, timdrin bulindugu bolgeye arter ile verilmesine
bolgesel kemoterapi denmektedir. Bu sayede ilact kanserin bulundugu bolgeye
odaklayarak viicudun diger bdlgelerine giden ila¢ miktarmi smirlar ve boylece yan
etkiyi azaltmaktadwr. Kemoterapide yaygm olarak kullanilan baz ilaglar: 5-FU/LV,
Capecitabine, CAPEOX, FOLFIRI, FOLFOX, FOLFOXIRI, Irinotecan,
Trifluridine+ttipiracil’dir [13, 49, 50, 58, 59].

Bazz kolon ve rektum kanserleri i¢cin kemoterapi ile aym anda tedavi etmek
radyasyon tedavisini daha iy1 cahsmasmi saglayabilmektedir. Bu iki tedavinin aym
anda kullanilmasma kemoradyasyon veya kemoradyoterapi denir [49, 50, 60-62].

Hedefli terapi, belirli kanser tiirlerini hedefleyebilen ve bunlara saldrabilen bir tiir
kanser tedavisidir. Farkh hedefli tedaviler farkh sekilde c¢ahswr. Bir tiri yeni kan
damarlarmm kolon tiimdrlerine biiylimesini durdururken bagka bir hedefli tedavi tiirii
ise kanser hiicrelerinin biiylimek icin aldig sinyali Onlemektedir. Hedefli terapide
kullanlan baz ilaglar: Bevacizumab, Ramucirumab, Ziv-aflibercept, cetuximab,
Panitumumab, Regorafenib, Vemurafenib [49, 50, 63-65].

Immiinoterapi ad1 verilen yeni kanser tedavisi bagsikhk sisteminin  aktivitesini
artrarak viicudun kanser hiicrelerini bulma ve yok etme yetenegni gelistirir. Kontrol
noktas: inhibitérleri olarak adlandirilan bu ilaglar kolon kanserini tedavi etmek i¢in
kullanlan ~ bir  immiinoterapi  tiiriidiir.  Immiinoterapide  kullanilan baz  ilaglar:
Ipilimumab, Nivolumab, Pembrolizumab [49, 50, 66-68].
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Tablo 2.3. Kolorektal kanserde tedavi segenekleri [47]

EVRE Tedavi 6nerisi
EVRE 0 Evre 0 kolon kanseri tiim 1. Lokal eksizyon veyabasit polipektomi.
lezyonlarm en ylizeyselidir ve 2. Lokal eksizyona uygun olmayan daha biiyiik
lamina propria invazyonu lezyonlar i¢in segment rezeksiyonu.
olmayan mukoza ile sinirhdir.
Yiizeysel dogasinedeniyle
cerrahi prosediirsmirh olabilir.
EVRE 1 Kanser, kolon duvarmm ikimnci 1. Genis cerrahi rezeksiyon ve anastomoz.
veya lglincii katmaninda
bliyiimiistiir. Lokalize dogas1
nedeniyle, 1. asama yiiksek bir
kiir oranma sahiptir.
1. Genis cerrahi rezeksiyon ve anastomoz.
2. Ameliyattan sonra, yiiksek riskli hastalarda
Kanser, kolon duvarmm ) ) B )
A 9 4 adjuvan tedavidiigiiniilebilir (Ameliyat sonrasi
EVRE 11 dordiincii veya daha 6tesinde i ] o
adjuvan kemoterapi, radyasyon tedavisiveya
biiylimistir. L b
biyolojik tedavinin dinamik ¢aligmalarina
katilim i¢in hastalar diigiiniilmelidir).
1. Bu asamadaki standart tedavisegenegi
oksaliplatin ve SFU / LV (FOLFOX4 veya
FLOX) ile bir ¢ift programdir. Bazi
" Evre III kolon kanseri lenf nodu dolagmlarda FU / LV ile ¢ogunlukla
tutulumunu gosterir. infiizyon programlart (DeGramont, AIO
rejimleri) veya oral floropirimidin ler
(kapesitabin veya UFT) ile monoterapi
Onerilebilir (tip 1).
Tedavinin temel amaci, yasam siiresini
uzatmak veyasam kalitesini korumaktir.
1. Primer tiimOr / anastomozun cerrahi
rezeksiyonu veyaseg¢ilmis olgularda obstriiktif
lezyonlarin baypas edilmesi.
Kanser, kolondan uzak bdlgelere . ) ]
) 2. Izole metastazlarn (karaciger, akciger,
yayimsti. Kolon kanseri siklikla a
EVRE IV yumurtaliklar) tedavisi.

ilk dnce karaciger ve akcigerlere
yayilmaktadir.

3. Palyatif kemoterapi.

4. Biyolojik tedavi.

5. Kanama, tikaniklik veyaagriy1 hafifletmek
i¢in primer timdre radyasyon tedavisi. Palyatif
radyasyon tedavisi, benzer endikasyonlar igin

diger metastaz bolgelerine de hedeflenebilir.
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Hastahgin evresi, tiimoriin yeri, hastann yasi gibi faktorlere bakilarak uygun tedavi
secenekleri ile kolorektal kanser giiniimiizde tedavi edilebilmektedir. Fakat bu
tedavilerin dezavantajlari da bulunmaktadr (Tablo 2.4.) [48]. Geleneksel tedavilerin
bu tarz yan etkileri ciddi anlamda hastanm yasam Kkalitesini etkilemektedir. Bu
anlamda bilim msanlart geleneksel tedavilerm  yaratmus  oldugu yan etkileri
minimuma  indirecek ve hastaya en az hasar verecek tedavi yoOntemlerine

yonelmislerdir.

Tablo 2.4. Kolorektal kanser teavisinin bazi dezavantajlar

TEDAVI DEZAVANTAJLARI

1. Ameliyat sonras1 agri, sigsme olabilir ve
ameliyat izi kalabilir.

. 2. Her ameliyatta oldugu gibi komplikasyon

Cerrahi .
riski bulunmaktadir.

3. Ameliyat sonras1 kolonda baz hasarlar

meydana gelebilir.

1. Mide bulantisi, aghk hissetmemek, ishal,
sa¢ dokilmesi ve agiz yaralari gibi yan
etkileri olabilir.

2. Baz kemoterapi ilaglart duyusal sinirlere
zarar verebilir.

3. Alman ilacin tipine, dozuna ve tedavi

Kemoterapi sliresine  goére  farkh yan  etkiler
goriilebilmektedir.

1. Bu tedavi sadece kolon kanserine o6zgii
degildir.

2. Genellikle yardimc1 bir tedavi olarak
kullanilmaktadir.

3. Yiprannus hissetmek, tedavi bolgesinde
sa¢  dokilmesi, idrar ve bagirsak
hareketlerinde degisiklikler, ishal, bulanti
ve kusma gibi yan etkileri bulunmaktadir.

4. Geg yan etkilerinde ise kisilik, cinsel islev

Radyoterapi

bozuklugu, bagwsak islev bozuklugu ve
azalmig kemik yogunlugu gibi yan etkiler
bulunmaktadir.

1. Kolon kanseri hastas1 olan herkes hedefli
tedaviden ve immiinoterapiden fayda
gorememektedir.

Hedefli terapi ve immiinoterapi 2. Kolon kanseri i¢gin hedeflenen tedavilerin
¢ogu (ancak tiimi degil) inflizyonla
verilmektedir.
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2.2. Fotodinamik Terapi

2.2.1. Fotodinamik terapi tarihcesi

Antik caglardan gliniimiize kadar 1513m  kokeni arastwrildignda tipta bir terapi
yontemi olarak 1513m  kullanddigi goriilmektedir. Fototerapi, Eski Misir, Yunanistan
ve Hindistan’da baglamis fakat ylizyillar boyu kaybolmus ve daha sonra Bati
uygarligt tarafindan yirminci yilizyiln  baglarmda  yeniden kesfedilmigtir.  Eski
zamanlarda, cilt kanseri, rasitizm, vitiligo, sedef hastahg ve bu hastaliklardan farkh
olarak psikoz gbi rahatsizlklarm tedavisinde giines 15131 kullamimis olup tek basma
glines 1s1gmm  etkii oldugu disiiniimiistiir. Giines 15131 kullanilarak  yapilan bu
tedavi siireci, “fototerapi’ veya daha Onceleri kullamldig1 isimle ‘“helioterapi” olarak
bilinmektedir. Bilim ve teknolojinin ilerlemesiyle birlikte, bu hastalklarm tedavi
stirecinde genellikle endojen maddelerin oldugu ve fotodinamik tedavide 1518
tyllestirici giiclerini ag¢iklamak icin daha dogru birr mekanizma var oldugu tespit
edilmistir.

Eski zamanlara kadar dayanan fototerapi uygulamasiyla ilgili olarak elde edilen
verilere gore bu uygulama Antk Misr ve Hindistan’da M.O 3000 yillarma kadar
kullanildip1 tespit edilmistir. Eski Misrhlar, M.O 1550 yillarmda yazildi§ diisiiniilen
Ebers Tip Papiriisi'nden elde ettikleri bilgilere gbre yabani havug, kiirdan otu,
maydanoz, sar1 kantaron gbi bitkileri toz halne getirerek lezyonlar {izerinde
fototerapi yapmak i¢in kullanmiglardw. Daha sonra hasta glines 1518ma maruz
kaldiginda giines yam@ma benzer etkisi olan cilt pigmentasyonu meydana gelmistir.
Baska bir kaynakta ise M.O 1400 yima ait olan Hindistan’m kutsal kitaplarmdan biri
Atharva-Veda’daki bilgilere gore vitiligo hastalarmda Bavachee bitkisi ve Psoralea
Corylifolia’nin bazi bitki 6zleri kullaniddigi ve bu hastalarm bir siire giines 1s18mnda

durmalar1 istenmistir.

Cin Han hanedanl® doneminde M.O. birinci yiizylda Lingyan Tzu-Ming tarafindan
fototerapi  Cin’de tanitimustir. Dort ylizyl sonar Tang Hanedanh$ srasinda,
msanlarm kmrnmizi boya ile yesil bir kagit parcasmi giines isigma maruz biraktiklar,
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suya batrdiklart ve giinesin iyilestirici giiclinden faydalanmak i¢in kullandiklar1 bir
uygulama haline gelmistir.

Fototerapi ilk olarak tip bilimnin babasi olarak adlandmilan yunan doktor Hipokrat
tarafindan M.O. ikinci yiizylda “helioterapi” ismini almustr. Hipokrat saghk
acismdan gilinesi Onermistr ve gines 15181 tedavisimin Unli oldugu Misir’a
seyahatlerinden dolay1 giines siginin iyilestirme giiclinii fark etmistir.

Gelismeleri takip eden Romallar, Ozellkle cit hastalklarmda glines 1513 bir
tedavi yontemi olarak kullanmaya devam etmislerdir. Tarihte iin yapmus giines
s18ma maruz kalan hamamlar icat etmislerdir. Ne yazk ki Roma Imparatorlugu’nun
coklisi ve Hristiyanhign yaylmasiyla, Roma hamamlar1 ve helioterapi kavramu
ortadan kalknmustr. Daha sonra 13. yiizylda ibn El-bitar, Mofradat Al Adwiya adh
kitabmda bahsedilen ‘“Farmasotik Terminolojileri” ile vitiligo hastalig tedavisinde
bal ve toz kirdan otu tohumlariyla muamele edilmesini anlatmistr. Bu tedavinin
hem topikal tem de oral olarak uygulanmasmmn ardindan hastalar, 1-2 saat boyunca

glinese maruz bmrakilmistir.

1800’lerin  sonlarmdan  1900’lerin  bagma kadar fototerapi tekrar gelismeye
baglamstr. Isvicre’nin  dogal sifaict ve doktoru olan Arnold Rikl, giines isigmnm
tyilestirici etkilerini yeniden ortaya koymustur. Bu manada, modern fototerapinin
onciisii olarak kabul edimistir. Diinyann dikkatni 1518m, havann ve gilinesin
degerine ¢eken ik kisi olmasma rafmen yazlarmn c¢ogu Ingilizceye
¢evrimediginden iyi tanmmanustr. 1855 yilinda Slovenya’nn Bled kentinde ulusal
Tip Enstitiisii kurmus ve 50 yil boyunca bugiin hala gegerli olan dogal tedavileri
gelistrmek i¢in ¢ahsmustir. Arnold Rikl'nin su sézi “Su iyidir, hava daha iyidir ve
sk her seyin en iyisidir”, helioterapinin g¢ekirdegi olarak kabul edilir.

Lupus Vulgaris’in tedavisinde faydali bulunan fototerapi akciger tiiberkilozu ve
ragitizm hastalklarmn tedavisinde kullanilmistr. Aym evrim siireclerinin - ardindan
gines 1smlarmmn kullanmiyla baglanan tedavi girisimleri, daha sonralart yapay

ultraviyole (UV) radyasyon kaynaklari ile degistirimistir. 20. yiizyin ik c¢eyreginin
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sonunda, fototerapi meshur olup Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika sehirlerinde
yaygin olarak kullanilmaya baglanmigtir.

Modern fototerapinin temeline katkida bulunan Danimarkali Doktor Niels Ryberg
Finsen (1860-1904), Lupus Vulgaris’i tedavi etmek ve ¢icek hastalarmda yara izini
Oonlemek icin hastalarm glines 1s13nda giineslenmesini  saglayan bir tip enstitiisiine
sahipti. ik denemelerinde dogal giines 1s18m kullanmustr ancak kisa siire sonra
yapay 1sik kaynaklarma ya da filtrelenen giines 1s18ma gecis yapmustr. 1893°te, ¢icek
hastalarmm derisinin  kirmizi 1skkla en 1yt sonucu verdigni fark etmistr ve daha
sonra 1903’te UV wsmlarmmn mnsan viicudu iizerine yararh etkilerini gostermistir. Bu
durum yapay UV ismlan {iretimindeki girisimlere yol agmustr. ik once kuvars lens
ve filtreleri igeren cihazlar1 kullanarak UV’yi kizilotesi ve goriiniir radyasyondan
ayrmistr. Daha sonra lupus vulgaris tedavismde karbon ark lambasmdan UV
radyasyonu kullanmustr. Bu bulusun sonucu, tipta bir Nobel Odiili omustur [69,
70].

Yizyllar icinde Misr, Hindistan, Yunanistan, Cin’de yapilan bu ¢ahsmalar
fotodinamik terapt olusumu icin uygulama olmustur. Oscar Raab 1900 yilinda
fotodinamik terapi ¢ahsmasinda hafif doza bagh olarak Paramecium iizerinde toksik
bir etki oldugunu bulmustur. Paramecium’a diisik konsantrasyonlarda akridin boyasi
verdigini ve ardindan goriiniir 15ikla kombinasyonuyla hizla 6ldiigiinii  gostermistir.
1903 yiinda ise Tappemer ve Jesionek, lic cilt kanseri vakasm tedavi etmek icin
eozin boya ve sk kullanmuslardr. Bu manada bu c¢aligma fotodinamik tedavinin ik
onkolojik cahsmast olarak goriilmektedir. 1950’lerde, Schwartz ve arkadaglan
tarafindan ik etkii FDT ilact olarak ‘“hematoporfirin tirevi’ (HPD) olarak
adlandmlan bir porifirin  karigm  kullandmustr.  Lipson ve arkadaglart tarafindan
1960’larda tekrarlayan meme kanseri hastalart icin  HPD’nin terapotik  kullanmu
bildirimistir. 1978’de Daugherty ve arkadaslar1 Roswell Park Kanser Enstitiisii'nde
hastalarm kotii huylu timorlermin HPD enjeksiyonundan 24 ile 72 saat sonra giiclii
krmizi 15182 maruz brrakilarak basarih bir sekilde tedavi edildigni bildirmislerdir.
Bu prosediirii “Fotoradiasyon Tedavisi’ olarak adlandrmis olsalar bile artk bu
prosediir fotodinamik tedavi olarak adlandmrimaktadr. 1984 yiinda, HPD’nin aktif
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bileseninin “diematoporfirm eter” (DHE) oldugunu tespit etmislerdir. Ardmndan
Dougherty ve arkadaslari, ik ticari FDT ilact olan Photofin™ ‘i gelistirmislerdir.
Ark lambasi ile baglayan c¢ahgmalar, lazer, LED veya fiber optik sistemler
kullanlarak hedef dokular i¢in yeterli radyasyon dozunun saglanmasm saglanustir
[71, 72].

Nisan 1993’te Kanada Saghk Bakanhg tarafindan FDT, mesane kanseri tedavisi
icin onaylanmistr. Bu olay, bu tip kanser tedavisi icin ik onay olmustur. Ancak
FDT icin en dnemli olay Aralk 1995°te gerceklesmistir. Gida ve ilag idaresi (FDA),
Ozofagus kanserinin bir FDT ilact olarak palyatif tedavisi icin Photofiin™ in

kullanimin1 onaylamistir.

flerleyen yillarda, Photofin™-FDT, Amerika, Kanada, Japonya, Hollanda,
Fransa’daki ilgii tibbi kuruluslar tarafindan Ozafagus maligniteleri mide kanseri,
erken ve ge¢ evre akciger kanserleri mesane kanseri ve jinekolojik maligniteler gibi
bir veya birkag patolojk durum i¢in onaylanmustir. Photofrin™ aracith FDT’nin
resmilesmesi ve birgok yeni fotosensitizerile birlikte, yaygm olarak mesane
kanserleri, beyin kanserleri, meme metastazi, cilt kanserleri, kolorektal kanserler,
aterosklerotik plaklarm ¢ikarlmasi, makiiller dejenerasyon, aktink keratoz gibi
malign olmayan hastaliklarm tedavisinde klink FDT uygulamalar artmustr [70, 73-
76].
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Sekil 2.39. Fotodinamik terapinin tarihsel gelisimi [73]

2.2.3. Fotodinamik terapi kuamm ve mekanizmasi

Fotodinamik terapi, kanser ve baz malign olmayan hastalklarm tedavisi i¢in klinik
olarak onaylanmug bir tedavi tiirtidiir. FDT, bir fotoduyarh madde (FDM) veya is18a
onciiliniin ~ (6n  1lag),
uygulanmasmmn hastalikh  bolgenin,
bandma karsiik gelen dalga boyundaki sk ile ismlanmasi prosediiriinii igerir [77].

duyarh madde hastaya sistemik veya topikal olarak

ardindan fotoduyarh maddenin absorbans

Tedavi, tiimér dokusunda segici olarak biriken fotoduyarh madde uygulamasmmn

ardndan, fotoduyarh maddeye wuygun bir dalga boyundaki 15132 maruz

brrakimasiyla; 1sikla uyarilig fotoduyarh maddeden elde edilen enerji, tekli oksijen
(singlet oxgyen) ve diger yiksek reaktif oksijen tiirlerini (ROS) vermek {izere
aktarihr. Ismlanmayla olusturulan bu sitotoksik foto {irtinler,
hiicrelerinin zarar gormesine ve Oliimine neden olabilen bir dizi biyokimyasal olay
baslatr [78].

oksijene kanser

Bu siireg genellkle dogrudan neoplastik hiicrelerin  dldiiriilmesini,

timor vaskiilatoriiniin  hasar gérmesini, anti-timdr immiin tepkisinin tetiklenmesini
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ve lokal enflamatuar reaksiyonlarm indiiklenmesini icerdiginden dolayr ¢ok faktorlii
niteliktedir [79].

Reaktif oksjjen tiirleri normal isleyen organizmalar icin zararh aktif molekiiller
olarak  bilinmektedir. Bu ajanlar, solunum gibi fizyolojik siirecler swrasmnda
organizma tarafindan {iretilirler ancak molekiillerin asm derecede yiiksek seviyede
olmas1 hastalklarda, Ozellkle de ilthaplanma veya enfeksiyonlar swrasnda ortaya
cikarlar. Diisik miktarda antioksidanlar ve c¢ok yiliksek serbest radikal seviyelerinde
organizma oksidatif strese maruz kalr ve bu durum hiicre tahribatma, DNA

mutasyonu vb. gibi sonuglara yol agmaktadr [80, 81].

Bu ajanlarm pozitif kullanmuyla birlikte tipp ve fotodinamik terapi gibi alanlarda daha
bilingli kullanilmaya baslanmustir.

FDT’nin temel prensibi, bir dizi mekanizmadan kaynaklanan “Oldiirlicii etkidir.
Temel olarak fotodinamik terapi, tic Onemli bilesenin varhgm ve etkilesimini

gerektirir:

1. Fotoduyarli madde,

2. Fotoduyarli maddeye uygun dalga boyundaki ik,
3. Oksijen

Bu ii¢ bilesene bakildiginda hicbiri tek basma toksik degildir fakat bir araya
geldiklerinde  yilksek oranda reaktif oksgen ftirlermin olugsmast  sonucunda
fotokimyasal olaylar baslatmaktadirlar. FDT’nin en onemli iki yoni 15181 absorbe
etme ve enerji transferleri stiregleridir. Temel enerji durumunda fotoduyarh madde,
disiik enerjii  bir molekiiler orbitalde zt doniislere sahip iki elektronu
bulunmaktadr, bu  tekli hali olarak  bilinir.  Isign  fotonlar  olarak
absorbsiyonlanmasmi takiben, bu elektronlardan biri yiiksek enerjili bir yoOriingeye
yikselir ve uyarimis tekli enerji seviyesinde (uyarimus singlet) kalr [82]. Buradan

flioresans emisyonu veya 1s1 dagihmu ile temel durumuna geri donebilr veya



27

sistemler arasi gec¢is yoluyla U¢li duruma (triplet state) doniistiiriilebilir. Bu
uyarlmis lichi durumu daha sonra iki farkh reaksiyona girebilir:

1. Tip I: Incelenen dokuda diisiik oksijen konsantrasyonu.

Tip I reaksiyonunda, uyarims tichi durumdaki fotoduyarlh madde, hiicre zan veya
molekiilii gibi substrat ile dogrudan reaksiyona girebilir ve srasiyla bir radikal anyon
veya katyon olusturmak {izere bir proton veya elektron transfer edebilir. Bu
radikaller, reaktif oksijen tiirleri (siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali
gibi) iretmek i¢in oksijenle reaksiyona girebilir. Bu reaksiyonlar sonunda biyolojik
lezyonlar olarak ifade edilen oksidatif hasar tiretir [79, 82, 83].

2. Tip II: Incelenen dokuda yilksek oksijen konsantrasyonu.

Tip Il reaksiyonu, fotoduyarh maddenin uyarimus Ucli durumu ile temel durum
molekiiler oksijeni arasndaki enerji transferinden kaynaklanmaktadr; bu da ik
uyarilmis oksijen durumu, tekli oksijen, {iretmektedir. Bu zwitteriyonik tiirler son
derecede reaktif olup oksidatif hasara ve sonugta hiicre Oliimine neden olan ¢ok
sayida biyolojik substratla etkilesime girebilir (Sekil 2.4.) [84].

Hem Tip I hem de tip II reaksiyonlar1 aym anda gerceklesebilir ve bu islemler
arasmdaki oran kullamlan fotoduyarh madde tipine, substrat ve oksijen

konsantrasyonlarina baghdur.

FDT swasmda Tip II reaksiyonlarmmn baskmn oldugu ve tekli oksijenin biyolojik
etkilerden sorumlu birincil sitotoksik madde oldugu genel olarak kabul edilmekle
birlikte, Tip I reaksiyonlar1 diisik oksijen konsantrasyonlarmda veya daha polar
ortamlarda daha 6nemli hale gelmektedir [79, 82, 83].
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Tip 1.
hw wEREr I -
LrpM, — 'FDM —= *FDM*— 1) *FDM*+ RH — PH*+ FDM*
2y SFDM*+ RH — PH** + FDI**
3y PH*30, — FDM,+HO
4) 2055 — Oy + Oy

5) OfF +2H — 0,

Tip 2:

hv enerji - - -
LEDM, — YFDM — S *FDMF—  SFDM +%0,— 0," + 3FDM,

Sekil 2.4. Fotodinamik terapi mekanizmasi

2.2.4. Fotodinamik terapi etki mekanizmalari

Kanser tedavisi icin hedeflenen fotodinamik terapide Olimciil sitotoksisite, 15132
duyarlastrma isleminde istenen bir sonugtur. Bu amagta, oksijen varh@nda, bir dizi
olay dogrudan tiimor hiicresi Olimiine, mikrovaskiilatirde hasara ve lokal
enflamatuar reaksiyonun indiikklenmesine yol agmaktadr. Fotodinamik terapide
antitimor ~ etkilermin ~ farkh mekanizmalarla ortaya c¢iktizi  distiniilmektedir. Bu
mekanizmalar tlimdr hiicreleri lizerinde dogrudan Oldiiriicii  etkiler, bolgeye kan
akism  smirlayan vaskiiler bozukluk ve immiinolojik etkilerdir. Her bir terapdtik
ortamda hangi spesifik yola hakim oldugu, 151k dozu, fotoduyarh madde, fotoduyarh
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maddenin konsantrasyonu ve hiicre alti lokalizasyonu olmak tizere fotodinamik

terapi parametrelerine baghdir [81,84,87].

2.2.4.1. Dogrudan hiicre o6liimii

Isiga duyarhlastrma islemiyle baslatilan 6limciil mekanizmalarda hiicre  Slimiiniin
lic ana morfolojisi bulunmaktadr (Tablo 2.5.). Programlanmis hiicre Olimii,
embriyolojik gelisim swasmda Ongoriilebilir bir yer ve zamanda meydana gelen
genetikk olarak kodlanmig bir mntihar bigimi olarak tammlanmaktadwr. Gelisim
srrasinda morfolojik olarak aymrt edilen ii¢ hiicre 0lim sekli tanmmlanmistir: apoptoz,
nekroz, otofaji. Tip [ programlanmis hiicre Olimii olan apoptoz, ¢ekirdek
yogunlagmast ve genel hiicre kiiclilmesini igeren fenotipik degisikliklerle karakterize
edimigti. Tip II programlanmis hiicre Olimii, hiicrenin lizozomal bagmh sindirimi
ve otofajik vakuollerin (otofagosomlar) varhg ile aymt edilicken tip III
programlanmig hiicre Olimii olan nekroz hiicresel sislk ve hizh bir plazma membran
biitiinkiigli kayb1 ile dikkat ¢ekmektedir. Bu siirecler normal gelisim, doku
homeostazi, anormal ve hasarh hiicrelerin yok edimesinde Onemli rol oynadig

bilinen hiicresel programlardir.

Apoptotik hiicre Oliimii en yaygm fizyolojik, patolojik ve terapotik role sahip
programh hiicre Olimii oldugu disiiniilmektedir. Hiicre Olimiinii geri dondiiriilemez
ve genis Olciide korunmus yol olup bu yol ik kez 1991 yinda fotodinamik terapiye
yantt olarak tanimlanmistr [86, 87].

Apoptoz,  kromatin  yogunlagmasy,  kromozomal DNA'nin  internikkleozomal
fragmanlara  bolinmesi, hiicre c¢ekmesi, membran swzmntisy, plazma membran
bozulmast olmadan apoptotk cisimlerin olisumu, komsu hiicreler tarafindan
fagositoz ile morfolojik olarak karakterize edilen ve ATP gerektiren bir siirectir.
Biyokimyasal diizeyde apoptoz, insanlarda 11 {iyesi tespit edilen kaspazlarm
aktivasyonunu  gerektiri. Tiim kaspazlar proenzimler veya zmojenler olarak
sentezlenir ve baska bir apoptotikk sinyale yanit olarak baslatict kaspaz veya efektor
kaspaz tarafindan aktive edili. Apoptoz, reseptor sinayalini iceren dissal bir yolla ve
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mitokondri i¢cin merkezi bir role sahip olan igsel bir yolla aktive edilebilir. Her iki yol
da kaspaz aktivasyonunun kritikk asamasmnda birlesi.  Digsal yol, ilgili ligandlarm
hiicre Oliim reseptorlerine (6rnegn Fas, TNF-RI, TRAIL reseptorii) baglanmasiyla
tetikleni. Olusan bu reseptdr trimerkk yap1 kazanarak adaptor molekiilleri ve
prokaspazla birleserek Olime neden olan sinyal kompleks (DISC) olusumunu
indiikler. Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8/-10 proteolitik
bolinme ile aktive olur. Aktif kaspaz -8/-10, apoptoza yol acan efektér prokaspaz-3/-
7’ yi aktive eder.

Fotodinamik kaynakli yolda dissal yol baskn degidir. Fotodinamik terapi ile
mndiikelenen apoptozda baskn olan yol, igsel yoldur. Apoptozun i¢ yolunda
mitokondri merkezi bir yol oynar. Her ne kadar da mitokondri ATP formunda
metabolik enerji {iretiimesi icin yasamsal bir organeldir ancak smyalleme yolaklarmi
harekete geciren sayisiz igsel ve digsal hiicre Olimii uyaran, mitokondriyal zarlarm
gecirgenligini  uyarmak icin mitokondri lizerinde birlesi. Mitokondriyel membran
gecirgenligi, mitokondriyal membran boslugunda depolanan birkag apoptojenik
proteinlerin  sitozole salmmm saglar. Bu olay stokrom c¢ salmmmnda sonra bir¢ok
hiicre Olim programmnda geri doniis olmadig ileri siirlimiistii. Apoptozda su ana
kadar belirgin bir rolle tammlanan mitokondriyal membran bosligu proteinleri
sitokrom ¢, Omi/HtrA2 (Omi stres diizenlenmis endoproteaz/yliksek —sicaklik
gereksinimi protein A2) ve Smac/DIABLO gibi kaspazatorlerin yam swra kaspazdan
bagmsiz bir sekilde etki gdsteren apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve endoniikleaz G
(Endo G) gibi aktivatorler bulunur.

Sitozolik stokram c, Apaf-1’e (apoptotik proteaz aktive edici faktér 1) baglanarak
ATP veya dATP varhginda apoptozom denilen bir heptamerik kompleks olusumu
yoluyla prokaspaz-9’un aktivasyonuna yol agar. Stozolde serbest kaldiktan sonra,
Omv/HtrA2 ve Smac/DIABLO, endojen kaspaz mhibitorlerinin (IAP) aktivitesini
inhibe eder ve boylece kaspaz aktivasyonunu tesvik eder. AIF ve EndoG ise
cekirdege transloke olur ve kaspaz smyallerinden bagmsiz olarak kromatin
yogunlasmasina ve biiylik Olcekli DNA fragmantasyonuna neden olurlar [87, 86].
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Mitokondriyal dis zar biitiinkigli B hiicresi lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi iiyeleri tarafindan
diizenleni. Bu protemler apoptozun merkez diizenleyicileridir ve fonksiyonel olarak
antiapoptotkk ve proapoptotik proteinlere bolinebilir. Cogu Bcl-2 {iyesi, mitokondri,
endoplazmik retikulum (ER) ve c¢ekirdek gbi hiicre ici organellerin zarlarm
hedeflemede Onemli bir rol oynar. Antiapoptotik Bcl-2 iiyeleri (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
Al ve Mcl-1), proapoptotik proteinlerin (6rn., Bax ve Bak) aktivasyonunu bloke eder
ve sonu¢ olarak mitokondriyal dis zar permeabilizasyonunu (MOMP) mhibe eder.
Bid ve Bim gibi yalnzca BH3 alan adi tiyeleri korunmus dort BH alanmm BH3
motifine  sahipti.  Antiapoptotik Bcl-2  protemlerinin - dogrudan  baglanmast  ve
inhibisyonu veya Bax ve / veya Bak'm dogrudan aktivasyonu ile apoptozu
kolaylastrirlar. Apoptotik smnyalizasyon lizerine Bax ve Bak, Bax'm mitokondriyal
hedeflenmesine ve Bax ve Bak'm homo-oligomerizasyonuna  yol agan
konformasyonel degisikliklere ugrar. Bu oligomerler, apoptojenik protemleri i¢ ve
dis mitokondriyal membranlar arasmdaki bosluktan serbest birakarak kaspaz

aktivasyonuna yol acarlar.

Mitokondri ve/veya endoplazmik retikuluma lokalize edilmis fotoduyarlh maddeleri
aktive ederek vyiksek ROS ve Ca'? seviyeleri, transglutaminaz 2'ye bagh bir

mekanizma yoluyla kaspaza bagimh ve AIF aracii apoptotik hiicre Olimiine neden
olur [88].

Otofaji, gelisim ve homeostazda Onemli bir rol oynayan korunmus bir hiicresel geri
doniisim mekanizmasidr.  Otofaji, besin yoksunlugu swrasmda protein sentezi i¢in
elementler saglamak iizere aktive edilr ve ayrica katlanmig veya toplannus
proteinleri ve hasarh organelleri (ER ve mitokondri vb.) pargalamak i¢cin kullandr.
Normal fizyolojiye dahil olmasmm yam swra otofaji, nérodejenerasyon ve kanser gibi
hastaliklarda da rol oynamaktadr. Tip II hiicre oliimii olarak da bilinen otofaji, uzun
Omiirlii  protemleri ve organelleri ortadan kaldrmak i¢in anahtar hiicresel
mekanizmadr. Genel olarak ii¢ tip otofaji vardmr: makro otofaji, mikro otofaji ve
saperon aracih otofaji. Otofaji, endozomlar, lizozomlar ve apoptoz sonrasi olusan
kalntilar gbi diger vezkiillerden farkh olan ve otofagozomlar olarak adlandmilan
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¢ift membranh kapah vezkiillerin ortaya ¢ikmasiyla diger hiicre Olim modlarmdan
morfolojik olarak ayrt edilebilir [81, 88].

Otofagosomlar, ER, mitokondriyal dig zar veya plazma zarmdan tiiretilen bir cift
membranm uzamast ve flizyonu ile otofagosom olusum boélgesinde otofajinin
baslangic asamasmnda olusur. Ortaya c¢ikan otofagozomlar, hiicresel bilesenlerin ve
organellerin  asidik lizozomal enzimler tarafindan ayristizi otolizozomlar {iretmek
icin lizozomlarla birlesit. Bu siirecler otofajiye bagh (Atg) gen ailesi proteinleri
tarafindan kontrol edilr ve en 1iyi ¢ahsilan otofaji tiiri olan makro otofajinin
karakteristigidir [88].

Fotodinamik tedavide otofajinin “cift yiizli” rolii bulunmaktadwr: hiicrenin hayatta
kalmasmi veya hiicre Oliimiinii tesvik eder. Hiicre sagkalmma destek oldugundan
otofaji fotodmamik terapiye karsi savunma sistemi olarak kabul edilir [81].

Nekroz, morfolojik olarak sitoplazmanin vakuolizasyonu, plazma zarnn sismesi ve
pargalanmasi, hiicresel iceriklerin ve proenflamatuar molekiillerin salnmasma bagh
olarak enflamatuar bir reaksiyona neden olur. Bununla birlkte nekroz, uzun
zamandr pasif, programlanmamis bir 6liim yolu olarak tammlansa da, son ¢ahsmalar
nekrotik hiicre Olimiiniin bir sinyal iletim yolunun bir parcasi olarak aktif olarak
yayllabilecegini  diisiindiirmektedir. Ornegin, TNF- ve Fas reseptorlerinin  belirli
hiicre hatlarma girmesi, kaspaz mhibisyonu kosullar1 altnda RIP1 (reseptorle
etkilesen protein 1) kinazn aktivasyonu yoluyla nekrozu tetiklemektedir. Ayrica
RIP1'n, oksidatif stres hasarm takiben poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1)
tarafindan aktive edilen JNK aracii nekrotik kaskadn oOnemli bir elemam oldugu
ileri stiriimiistiir [86].

Kaynaklar, apoptozun nekroza kaymasmmn miimkiin oldugunu ve fotoduyarh madde
dozuna bagh oldugunu sdylemektedir. Isik, oksijen ve fotoduyarh madde smirlayict
olmadiginda (yiikksek doz FDT) nekroz veya apoptoz olaylar1 gerceklesebimektedir.
Bilesenlerden birinin  eksik olmast durumunda (disik doz FDT), tedavi hiicreleri,
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spesifik molekiiler yollarm aktivasyonu yoluyla apoptoz, otofaji ve giicre yaslanmasi
gibi farkh hiicre 6lim yollar1 ile karsilasabilir [81].

Normal hiicre
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Sekil 2.5. Hiicre 6liim sekilleri [89]

2.2.4.2. Vaskiiler mekanizmalar

FDT tedavisinin vaskiiler mekanizmasi, Ozellkle kanser tedavisi durumunda umut
vericidir. Bu yaklagim daha etkilidir, tiimor hiicrelerine erisilmesi daha kolaydr ve
geleneksel hiicre hedefleme yaklagimlarma kiyasla ilag direnci gelistirme olasilig
daha dusiiktir. Kanser tedavisi durumunda vaskiiler mekanizmann temel amact
timor vaskliler kapanmasm indiikleyerek maksimum hiicre 6ldiirmektir. Vaskiiler
hedefleme, FS'min vaskiiler sisteme bolgeye yonelik olarak verimesine ve ardmndan
bolgeye 0Ozgli vaskiller 15182 duyarhlastrma etkilerini  indilklemek i¢in  hafif
ismlamaya dayanr. Yapilan cahsmalar, vaskiiler hedefleme FDT'sinden sonra
mikrosirkiilasyon — disfonksiyonu, trombiis olusumu nedeniyle damar tikanikhgy,

mekanik kompresyon ve vazoaktif maddelerin neden oldugu damar yapmu ya da
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¢cokilisli meydana gelebimektedir. Mevcut literatiire gore 1si3a duyarllagtrma, reaktif
oksijjen ftiirleri aracth bir mekanizma yoluyla endotelyal hiicrelerde niikleer
transkripsiyon NF-kB'yi aktive eder. Endotelyal hiicrelerde NF-kB'nin aktivasyonu,
vaskiiler etki gosteren foto duyarh maddele kaynakh tiimor mekanizmasmda Onemli
bir rol oynar. Timoér inhibisyonu, sitokmnlerm, adezyon molekiillerinin ve 151 soku
proteinlerinin  gen ekspresyonunu arttrmadaki rolii ile ilglidir. Sonu¢ olarak
vaskiiler FDT, vaskiiler hasara neden olan kan hiicrelerini uyarabilmektedir [83].
Timor hiicrelerine benzer sekilde vaskiiler sistem, uygun 15k kosullar1 altmda
serbest radikaller olusturan fotoduyarh maddeleri de birktirebilir. Vaskiiler
duvarlardaki degisiklikler, oksijen konsantrasyonunun azalmasma ve vaskiiler
hiicrelerin ve yakmndaki tiimor hiicrelerinin nekrozuna yol acar. Ayrica, bu olay
srrasinda {iretilen yiikksek diizeyde toksinler, tiimdr icin gerekli olan vaskdilatiiriin
¢okmesine yol acgabilmektedir. Bilimsel kaynaklarm belirttigi gibi bu durumda hem
apoptoz hem de nekroz olusabilir. Olusan toksik maddeler, kan eksikligi ve hiperoksi
kanser hiicrelerinin yok edilmesini saglamaktadir [81].

Timor hiicrelerine benzer sekilde vaskiiler sistem, uygun 15k kosullar1 altmda
serbest radikaller olusturan fotoduyarh maddeleri de birktirebilir. Vaskiiler
duvarlardaki degisiklikler, oksijen konsantrasyonunun azalmasma ve vaskiiler
hiicrelerin  ve yakmndaki tiimdr hiicrelerinin nekrozuna yol agar. Ayrica bu olay
srrasinda {iretilen yilkksek diizeyde toksmler, tiimor i¢in gerekli olan vaskiilatiirin
¢okmesine yol acgabilmektedir. Bilimsel kaynaklarm belirttigi gibi bu durumda hem
apoptoz hem de nekroz olusabilir. Olusan toksik maddeler, kan eksikligi ve hiperoksi
kanser hiicrelerinin yok edilmesini saglamaktadir [84, 87].

2.2.4.3. Immiinolojik mekanizma

Fotodinamik tedavi bagigiklk sistemi ile yakmdan baglantihidir. Bagisiklk sistemi
FDT, immiin yanti1 ve diizenlemeyi artrabilir. FDT tiimorlerin ve vaskiilatiirlerinin
nekrozunu indikklediginde, bir immiin kaskadi da baglatir ve enflamatuar yanit
olusturur. FDT srasmda ortaya c¢ikan serbest radikaller ve oksidatif stres, stres

kaynakh protemnlerin  iretilmesinden, hiicrede  apoptozu  diizenleyen  genlerin
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aktivasyonundan ve sitokin gen ekspresyonundan sinyal iletimine yol agar. Bu salm,
tedavi bolgesinde birlesen notrofiller ve makrofajlar dahil olmak tizere ¢esitli beyaz
kan hiicrelerini aktive eder. Daha sonra makrofajlar, FDT hasarh kanser hiicrelerini
fagositize eder ve bu timorlerden protemnleri CD4 yardimct T lenfositleri
salglanarak CDS8 sitotoksikk T lenfositlerini aktive eder. Bu bagisikhk reaksiyonu
sadece FDT bolgesinde meydana gelmekle kalmaz, aym zamanda bolgesel ve uzak
lenfatik dokuda da ortaya ¢ikabilir. Bu sitotoksik T hiicreleri sadece nekroza neden
olmakla kalmayp aym zamanda FDT tamamlandiktan sonra bile timdr hiicreleri
bulundugunda apoptotik yollara neden olabilir [81, 84].

Organeller Mekanizma
Mitokondri:
-Sitokrom c'yi serbest birakma
-Bcl-2 hasari

Apoptoz
Sitoplazma: s

Direkt hticre hasart B\ I B

Endoplazmik retikulum:
-Beclin1 Otofaji
-mTOR aktivasyonu

Hiicre zarinin par¢alanmasi Nekroz

Apoptoz
Vaskiiler etki Nekroz
Oksijen ve besin maddelerinin lokal tiikenmesi |Otofaji

Granzim

immiinolojik etki
aracili apoptoz

Sitotoksik T hiicreleri

Sekil 2.7. Fotodinamik terapinin etki mekanizmalar1 [90]

2.3. Fotodinamik Terapide Ftoduyarh Maddeler

Fotoduyarlh madde aktif hale gelebilmek i¢in 15181 absorbe etmelidir. Bu nedenle
518m, fotoduyarh maddenn absorbans spektrumunda yer alan dalga boylarmda
olmasi gerekir. Aym zamanda 1518n dokuya derinlemesine niifuiz etmesine izin veren
elektromanyetik spektrumun 600-900 nm dalga boyu araligmda absorbans katsayilart
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gostermelidir. Ideal bir fotoduyarh madde, giigli segici fototoksik etki ve aktif
oksijjen formlar1 {iretme kabiliyeti ile tammlanmug bir kimyasal bilesik olmahdir.
Hem fotoduyarh maddeler hem de reaktif oksjen tiirleri ¢ok kisa yari Omiirlere
sahiptir. Fotodinamik terapide etkili olmasi i¢in her ikisinin molekiillerinin biyolojik
olarak Onemli hiicresel yapilara ¢ok yakm olmalar1 gerekir. Hizh temizleme ve
uygun absorbsiyon, dagilim, metabolizma, bosaltim parametreleri de son derecede
onemlidir. Boyle birgok Ozellife sahip bilesige olan ihtiyag, ¢ok sayda fotoduyarh
madde sentezlenmesine yol agmustr. Fotoduyarh maddelerin farmokinetidi, hiicre ici
lokalizasyonu ve sitotoksik etkisini belirleyen kimyasal yapilar1  birbirlerinden
farkhdr [91, 92]. Ideal bir fotoduyarh maddenin sahip olmasi gereken oOzellikler
sunlardr:

Yiksek derecede kimyasal saflik derecesi,

Oda sicakliginda stabilite,

Karanlkta minimal toksisite,

Sadece belirli bir dalga boyunda 15132 duyarli efekt,
Viicut dokularmda kolay ¢oziiniirlik,

Ucuz, basit sentez ve kolay kullanilabilirlik,

N o ok~ w DR

Absorbsiyon bantlar1 melatonin, hemoglobin veya oksihemoglobin gibi
endojen boyalar dahil olmak ftizere viicuttaki diger maddelerin absorbsiyon
bandiyla ¢akismamalidir.

Boyalar, ilaglar, kozmetikler, kimyasallar ve bircok dogal madde igceren 15182
duyarlilk o6zelliklerme sahip 400'den fazla bilesik bilinmektedir. Genel olarak
kullanlan ~ ve  arastrilan  fotoduyarh ~maddelerin  en Onemlileri iki grupta
smiflandirilabilir:  porfirinler ve bunlarm tirevieri klor ve ftalosiyaninler, porfirin
olmayan fotoduyarh maddeler ki bunlarda 5-aminolevulinik asit, ksantanlar,

fenotiyazinlar, triarilmetanlar, kurkumin ve hiperisin’dir.

Porfirin ailesi ii¢ kusaklara ayrilabilir: birincisi 1970 ile 1980 arasmda gelistirilen
fotoduyarh maddeleri ifade eder ve hematoporfirin tiirevi (HpD) ve Photofiin® igerir
(Tablo 2.5.) [83]. Hematoporfirine (Hp) kiyasla HpD, tiimorler i¢in daha iyi ibr doku
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seciciligi ve deride daha az is18a duyarhk potansiyeli gostermisti. Daha sonra,
HpD’den izole edimis porfirin dimerleri ve oligomerlerin bir karigmm “Photofiin”
ticari ismi altmda temin edilmistir. Genel olarak sodyum porfimer olarak da bilinen
Photofrin, en sk kullanlan fotoduyarh madde olarak kalmstr. FDT’deki genis
uygulamalara ragmen; 60 molekiilden daha fazlasma sahip kimyasal karigim
nedeniyle zayif kimyasal saflk, ciltte uzun yar1 Omirli ve yogunlugu nedeniyle
cildin aylarca w5132 duyarh olmasi, diisik molar zayiflama katsayis1 ve aktive olma
dalga boylart iyi bir penetrasyon i¢in kisa olmasi nedeniyle klinkk kullanimda
smrlamalara yol a¢mustr. Birinci nesil fotoduyarh maddelerin bu dezavantajlart yeni
bilesiklerin arastriimasma ve ikinci nesil fotoduyarh maddelerin gelistiriimesine
neden olmustur.

Tablo 2.5. Birinci nesil fotoduyarli maddeler [83]

Birinci nesil fotoduyarlh maddeler

Hematoporfirin

Hematoporfirin tiirevi - Photofrin ™ (porfimer sodyum)

Ikinci nesil fotoduyarh maddeler ise birinci ve iglincii nesln smirlamalarmm
kaldrimas1 amagclanan porfirin tiirevlerini igerir. Ikinci nesil fotoduyarh maddeler
antikorlar ve diger biyolojik hedefleme molekiilleri ile konjuge edilmis ajanlart
kapsamaktadr (Tablo 2.6.). Ikinci nesil fotoduyarh maddeler, 650-800 nm dalga
boyu araligmda maksimum absorbsiyonlary, derin dokulara daha 1yi penetrasyon,
yikksek kimyasal saflk ve tekli oksijen olusumu verimi gibi Ozellkleri ile karakterize
edimiglerdir. Yiksek segiciik ve daha hizh bir sekilde elimine edimesinden dolay:
daha az yan etki yaratrlar. Ikinci nesil fotoduyarh maddelerin temel dezavantaji ise
mtravendz uygulamalarmda Oneml derecede smrlayici faktor olan ve yeni ilag

dagitim yontemlerine arastrmaya sebep olan sudaki ¢oziiniirlikleridir.
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Tablo 2.6. Ikinci nesil fotoduyarli maddeler [83]

Ikinci nesil fotoduyarl maddeler

Metalloporfirinler: Lutrin
N-aspartil klor e-6 (Npe6)
Klorlar:
Benzoporfirin tiirevi-BPD
Porfeni: N-propil porfeni
Kloraluminyum
ftalosiyanin(AIPcCl)
Ftalosiyaninler: CASPc

Cinko ftalosiyanin

Silikon naftalosiyanin (Pc4)

Protoporfirin: Levulan, Metvix
) Tin Etiopurpurin-SnET2
Purpurinler:
Purlitin
Klorofil tiirevleri: Feohorbid a

Ugiincii  nesil fotoduyarh maddelerin ~ gelistirilmesi, ¢evredeki saghkh dokulara

verilen zarar azaltan ve tiimor dokusuna daha yiiksek afiniteye sahip maddelerin

sentezine dayanmaktadir.

Bu hedefleme yaklagimlar, {iclincii nesil fotoduyarh

maddelerin bugiine kadarki en umut verici sonuglara yol acmustr. Ilacm seciciligini

artrmak i¢cin, FDT’nin baz1 modifikasyonlar1 kullanilmaktadir:

Ikinci nesil fotoduyarl maddelerin hedef alicrya odaklanmis molekiiler
kombinasyonlari,

Proliferatif tiimér hiicrelerinin  hiicre duvarlarmm sentezi icin daha fazla
kolestrole  ihtiyag  duymasit nedeniyle LDL  lipoproteinli  fotoduyarh
maddelerin kombinasyonlari,

Fotoduyarlh maddenin, kanser hiicresine spesifik antjenine yOnlendirilmis
monoklonal antikorla konjugasyonu,

Biiyiime faktorii reseptorleri, hormonlar gibi tiimér yiizey markorlerinin
kullaniimas1  gibi ¢oziimler segiciligin artmasma ve etkilenen bdlgelerde
fotoduyarlh maddelerin daha fazla biriktirilmesine izin vererek ila¢ dozlarm
azaltma olanag sunmaktadr [93].
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Tablo 2.7. Porfirin olmaayan fotoduyarh maddeler [83]

Porfirin olmayan fotoduyarh maddeler

Siyaninler

Fenotiyazinyum boyalar

Azadipirometan (ADPM)
Psoraleans

Antrasiklinler

Merosiyanin540
Katyonik siyaninler

Metilen Mavisi

Toludin mavisi

Nil mavisi

ADPM tiirevle
Dimetilaminobenzoik
furocoumarin
Daunorubisin, Doksorubisin

Giinimiize kadar klink FDT i¢in porfimer sodyum (Photofiin® ), 5-aminolevulinik
asit (ALA, Levulan® ) ve metil esteri MAL (Metvix® ), temoporfin (Foscan® ),

verteporfin (Visudyne®) fotoduyarli maddeleri onaylanmistr [92, 93].

Tablo 2.8. Klinik olarak kabul edilmis fotoduyarli maddeler

SRy Onay 1 Uy gulamalar ve
Ticari Adi Fotoduyarli M adde Yapisi Dalga Boyu yhaTye
Ulkeler
AM(nm)
Levulan 5-Aminolevulinik asit Profirin 635 Aktinik keratoz (Kanada,
(ALA) onciisii ABD)
Metvix, . ) Profirin Aktinik keratoz (Kanada,
Metvixa Metil ester 5-ALA Snciisii 635 ABD)
Bazal hiicreli cilt kanseri
(AB), Skuoméz hiicreli
karsinom in situ (AB),
M esane kanseri (Kanada),
Porfimer sodvum Rahim agz1 kanseri
Photofrin (HpD) Y Profirin 630 (Japonya), Yemek borusu
p kanseri ve displazi (Kanada,
AB,ABD,Japonya), Mide
kanseri (Japonya), Akciger
kanseri (Kanada, AB,
Japonya, ABD)
Meta-
Foscan tetrahidroksifenilklorin Klorin 652 Bas boyun kanseri (AB)
(m-THPC)
Laserphyrin Taporfin sodyum Klorin 664 Akciger kanseri (Japonya)
(Talap orfin)
Fotolon Klorin e6+ Klorin 660 Deri, vulva, serviks, agiz
polivinilpirolidon kanseri (Rusya)
Fotodizatin Klorin e6+ klorin p6 Klorin 660 Deri kanseri (rusya, Gliney
Kore)
Photosense  Aliiminyum siilfanat Ftalosiyanin 675 Deri, vulva, oral, yemek

ftalosiyanin

borusu ve mide; meme
metastazi (Rusya)
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2.3.1. Aminolevulinik asit

Aminolevulinkk asit (ALA), cesith malignitelerde kat1 tiimdrlerin fotodinamik tespiti
ve fotodinamik tedavisi i¢gin potansiyel uygulamalara sahip bir fotoduyarh madde
[95] olup sadece hayvanlarda degl, aym zamanda bitki mitokondrisinde de
biyosentezlenen dogal bir ammo asittir. S-aminolevulink asit kullamlarak yapilan
fotodinamik tedavi, kanser hiicrelerinde asm1 miktarda biriken protoporfirm IX
(PpIX) flioresan maddesinin, gozle goriillebilr kwmizi veya yesil 15k 1gmmu ile
uyarildiktan sonra reaktif oksijenin {retildigi ve kanser hiicrelerini 6liime stiriikleyen
bir tedavi yontemidir [80]. Diisiik toksisiteye sahiptir, kansere oOzgiidir ve hizla
ABCG2 gibi aktif tastyicilar kullanarak normal hiicreler tarafindan metabolize
edilerek atlir [98]. ALA, hemoglobin biyosentezi yolunda dogal olarak olusan ik ve
hiz smirlayici bir ara madde olup genellikle glisin ve siliksinl CoA arasmdaki
kondenzasyon reaksiyonunda mitokondride sentezlenir. Memelilerde iki ALA sentaz
(ALAS) izoformu tammlannustr; ALAS1 ve sadece eritrosit Onciillerinde ifade
edilen ALAS2. Bumunla birlikte, ALA metabolizmasy, msan viicudundaki hemen
hemen tiim dokularda ALAS1 ile ger¢eklesmektedir.

PpIX, tiimor hiicrelerinin mitokondrisinde toplanan ve 15132 maruz kaldiktan sonra
timor hiicrelerinde hasara yol agan giichi bir 1518a duyarlastricidr. Hem biyosentetik
yolagma katlan tim enzimler gerekli olmakla birlkte bunlardan ALA1 ve
ferroselataz  enzimleri hiz  smrlayict  enzimler  olarak  kabul  ediimektedir.
Ferrogelataz, PpIX’un heme doniistiiriimesinden  sorumludur.  Normal olarak
ALAS1’n  aktivitesi negatif geri besleme mekanizmasi vasttasiyla hem ile
diizenlenmektedir. Hem, ALAS’m mitokondriyal hedefleme swasmdaki hem
diizenleyici motifine (HRM) baglanr ve bu nedenle ALASI Onciisliniin
mitokondriye tagmmasmi Onler. Geri bildiim mekanizmasi, PpIX’un ferroselataz
tarafindan verimhi bir sekide heme doniistiirebilecek miktarlarda {iretimesine yol
acmaktadr. ALA’nn ekzojen uygulamasi, ALA sentezine wuygulanan dogal
diizenlemeyi atlar ve bu da PpIX’un iiretiminin artmasma neden olur. Ferroselatazn
etkinligi, asm1 miktarda iiretilen PpIX’un heme doniistiiriilmesi icin ¢ok dustliktiir ve
bu hiicrelerde PpIX birikmesi ile sonuglanmaktadwr. ALA uygulamasmdan bir zaman
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sonra, PpIX sentezlendiginde, hedef hiicrelerin 15182 maruz brakidmasi ve 1513a
duyarh hale getiricinin uyariimasiyla birlikte sitotoksik etkiler yapan reaktif oksijen
olusumuna yol agmaktadr [92, 95, 97].

PplX, bes absorbsiyon tepe dalga boyuna sahiptir: 410 nm, 510 nm, 545 nm, 580 nm
ve 630 nm [98]. 410 nm dalga boyu en biiyiik absobrsiyon katsayisi olmasma ragmen
distk bir doku penetrasyonuna sahip oldugu icin genellkle FDT i¢in 635 nm dalga
boyundaki kmrmizz 15k kaynagi veya 410 nm dalga boyu etrafindaki mavi sk
kullanilmaktadir [99-101].
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Sekil 2.7. PpIX’un absorbsiyon bantlar1 [98]

ALA’nn fotodinamik teshis ve tedavi icin kullanmu yaklasik 30 yil dnce baglanustir
ve cahsmalar, arastrmalardan tedaviye seklinde ilerleyip uygulanmustr. Koti huylu
timorlerin  fotodinamik teshis ve tedavisi icin fotoduyarh madde olarak 5-ALA ilk
kez 1987°de rapor edilmistir [102]. Bilim insanlari, bu c¢ahsmada ALA tarafindan
tiretlen endojen porfirinin  fotoaktivasyonu ile eritroldsemik hiicrelerin  yikmminm
arastrmuglardr.  1990°da  Kennedy ve arkadaglart tarafindan dermatoloji alaninda,
topikal olarak uygulanan 5-ALA FDT c¢alsmast ik kez yapinustr [103]. 1993
sonrasinda bircok grup tarafindan ALA arastrmasi yapimistr [104]. Bu sekilde
ALA’nn tam ve tedavi kullanmm gelistikge, yiksek dalga boylarmda (650-740 nm)
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absorbans spektrumlart olan yeni nesil sa duyarllastiricilar, daha derin doku

penetrasyonuna izin vermis ve klink kullanim geniglemesini saglamistir [95].

Tablo 2.9. ALA ile yapilmis baz1 in vitro ¢aligmalar

Uygulama Fotoduyarli Madde Radyasyon Referans
FADU ALA 635 nm, 100 mW /cm?
Al172 [105]
SW480-SW 620 ALA 600-720 nm, 10, 30, 60 [106]
J/en?
Equine sarkoid(Cilt kanseri) ALA, ¢esitli tireticiler 10 J/en’ — 32 mW/cm® [107]
SW480-SW 620 ALA 600-720 nm, 10 J/cm [108]
WiDr ALA Beyaz 151k, 30 mW /cm? [109]
SW480, SW 620 ALA (CoCly) 600-720 nm, [110-
112]
10, 30, 60 J/cm?
SW480, SW 620 ALA (CoCly) 600-720 nm, 10 J/cm? [113,
114]

SW620

ALA, met-ALA

630+20 nm, 4.5 J/cm?

[115]

U-118, U-251, DLD-1, H-1299,
H460, Hs578T, MDA-MB-251

ALA (MEK inhitibotii
U0126/ DMSO)

618-630 nm, 27 J/cm? ,
150mW /cm?

[116]

H1299, A549, HCT-116

ALA (ABCQ2
inhibitdrii Ko143)

630 nm, 0-20 J/cm?

[117]

ALAnn fotodmamik teshis ve tedavisi, Avrupa ve Avusturalya’da daha kapsamh bir

sekilde cabsimis ve pazarlanmig
(Photocure, Norway ve Galderma, Fransa tarafindan saglanan Metvix®) bazal

olup burada ALATnn metil-ester tlirevleri

hiicreli karsinom ve aktinik keratoz tedavisi icin onaylanmustr. Avrupa Ilag ajansi
mesane kanserinin endoskopik fotodinamik teshisinde tamisal uygulama icin ALA’nin
heksil ester
fotodinamik

tirevini (Hexvix®) ve rezdiiel

teshisi

malign gliomann mtraoperatif

icin  (Gliolan®) 5-ALA’'y1 onaylamustr. ALA'nn  Amerika



43

Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA) onay1 dermatolojik, malign glioma ve
tirogenital uygulamalarla smrh kalmaktadr. Diger tiim klinik endikasyonlar klinik
caligmalarda yapilan arastrma prosediirlerini icermektedir [91, 95].

ALA diger fotoduyarli maddelere gore birgok avantaja sahiptir:

1. Onceden olusturulmus foto duyarh maddeler viicuda verildiklerinde, viicut
onlar1 yabanct madde olarak kabul eder ve bu manada bu maddelerin atihm
stiresi belli degildir. PpIX viicutta dogal olarak bulunan tek porfirin oldugu
icin kisinin dokusunda anormal derecede yiiksek PpIX seviyeleri gecici
olarak uyarildigimda dogal kontrol mekanizmalar1 devreye girerek bunun
elimne edimesini saglamaktadr. Bu yiizden insan viicuduna uyumlulugu
bakimmdan avantajli olmaktadir.

2. PpIX, biyosentetkk yolla iretildigi icin viicudun daha fazla ALA’'y1 PpIX’e
doniistirmeyecedi dogal maksimum veya esik konsantrasyonu vardr. Bu
nedenle  uygulanan ALA  konsantrasyonunun  onceden  olusturulmug
fotoduyarh maddelere kiyasla kontrol edilmesi kritik bir Onem arz etmez;
clinkii ALA nispeten toksik degildir ve biyokimyasal olarak indiiklenen PpIX
konsantrasyonu kendi kendmni smirlamaktadir.

3. PpIX bilinen en fazla fotolabil (i518a karsi dayaniksiz) porfirinden biridir.
ALA-FDT’nin seyri srasmda PpIX molekiilleri iiretilen tekli oksijenin bir
kismu ile reaksiyona girer ve artk 15182 duyarh hale gelmeyen ve oldukca
farkh  bir absorbsiyon spektrumuna sahip olan {rlin veya {irlinlere
doniistiirtilebilir.

Bunun da klinik a¢idan bir ¢ok 6nemi vardir:

1. PpIX, optik filtre olarak islev goriir ve PpIX’u absorbe edebilecek tiim dalga
boylarm tarayabili. PpIX’un kaln bir timdriin {ist katmanlarmda bulunmasi,
bu dalga boylarmn bazlarmm derin katmanlara ulasmasmi Onleyecektir.
Flora sildama bozulmasi, optk etkisini yok eder ve bdylece hedef dokunun
15181 ile daha derin penetrasyon saglar.
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2. Flora isldama bozulmast yasayan PpIX artkk fotoduyarh madde degildir.
Tedavi srasmda normal hiicrelerde biriken az miktardaki PpIX, normal
dokulara hasar vermeden ¢ok Once 15k tarafindan etkisizlestirilir.
Fotogildama bozulmas1 icermeyen bir fotoduyarh madde, daha derinleri
tahrip etmeye basladiZinda normal dokularda fototoksik hasara neden olma
sliresini artrrabilir.

3. ALA hem topikal hemde sistemik olarak uygulanabilmektedir.

4. ALA-FDT kullanmu kolaydr ve hem 15k dozu hem de ila¢ dozu i¢in genis
bir giivenlik marjma sahiptir [91].

5. ALA, topikal kullanm icin kaydedilmis, oOzellikle yiizeysel cilt lezyonlarmm
lokal tedavisi i¢in faydah olan tek fotoduyarli maddedir.

6. ALA-FDT c¢ok cesitli benign ve malign kosullarda yiksek etkinlik, minimal
yan etki ve mikemmel kozmetik etki gostermistir.

7. ALA diger fotoduyarh maddelere gore hizh metabolizmaya ve malign
lezyonlar i¢in yikksek secicilige sahiptir.

8. ALA kaynakh PpIX’in 24 saat igerisinde sistemik olarak temizlenmesi, uzun
streli spa  duyarhhg ortadan kaldur ve tedavinin kiimiilatif etkiler ve
normal dokuya zarar verme riski olmadan diizenl aralklarla tekrarlanmasma

Zin Vert.

Bunlarla birlikte ALA-FDT’de tedavi ile iliskili agry, smirh timér penetrasyon
dermligi gibi énemli dezavantajlar bulunmaktadir.

1. ALA hidrofiik bir yapiya sahip oldugundan cilt veya hiicre zarlarma etkili bir
sekilde nufiiz etmemektedir. Topikal ALA uygulamasmdan sonra PpIX’un
tretimi, gerekli foto hassaslastrmayr ortaya ¢ikarmak icin yetersiz olabilen 2-
3 mm’lk cilt ylizeyi ile smrh kalmaktadr ve bu anlamda penetrasyon
yetenegini  smrladigndan,  topikal  verilmesini  kolaylastran  kapsamh
cahgmalar yapimustir.



45

En basarli ALA tiirevleri esterlerdir, bunlar: metil ester (metil aminoluvulinat, MAL)
ve heksil ester (heksil ammolevulinat, HAL). Bu ALA tiirevlerinin ALA {izerindeki
avantajlar1 temel olarak sunlardir:

1. Hedef bolgeye ulasma hizlar1
2. Hiicre i¢i bosluga erisme hizlari
3. Fotoaktif bilesiklere enzimatik doniisiim oranlar1 [92].

2.3.1.1. ALA’nin klinik uygulamalan

ALA aracih FDT, cildin bazal hiicreli ve yassi hiicreli kanserlerine karsi oldukca
basarihdr. DUSA Pharmaceuticals tarafindan tasarlanan ayaktan tedavi ile aktinik
keratoz icin ALA kullanan ve mavi sk sistemi FDA onayma sahiptir. Invaziv
lezyonlar tam yant veremese de ALA bas ve boyun timorleri i¢in de basarilt
olmustur.

Norvegli bir sirket olan PhotoCure ASA, ¢ok cesitli lezyonlar icin metillenmis ALA
(Metvix®) kullanmustrr. ilag topikal olarak uygulanmaktadr ve yaklask 3 saat sonra
krmizz 15k aydmlatmas: ile beraber kullanimaktadr. ilagla kombine 1k tedavisi,
birgok Avrupa iilkesinde aktinik keratoz ve bazal hiicre lezyonlarmmn tedavisi igin
onaylanmistr ve basarih sonuglar elde edilmistir [118]. Bununla birlikte, tedavi
srasmda agr1 yaygm bir morbidite olarak kalmaktadir.

ALA'nn en biyik avantaj, fotodmamik terapi tedavisindeki etkilerinin 24 saat
icinde kaybolmasi ve topikal uygulamalarmda yan etki olasiigm azaltmasidir [119].
ALA aracih fotodinamik terapi teorik olarak akne tedavisi icin giivenli bir se¢enek
olup tip camiasnda etkili ve giivenli bir tedavi secenegi olarak genis capta kabul
gdrmiistiir, bu anlamda ¢ok sayida calbsmalar yapimaktadr. Ornegin Ding ve
arkadaglar, ALA ve metill ALA aracih FDT ile orta ve siddetli yiiz aknesi ile ilgili
vaka cahgmasi yapmuslardr. Bu vaka c¢algmasinda, sistemik retinoid ve
antbiyotiklere direngli yiiz akne lezyonlarmn tedavi etmek i¢cin ALA aracih
fotodinamik terapi kullammmm fizibilitesi vurgulanmaktadr [120]. Yine benzer bir
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cahymada Tao wve arkadaslar, akne wulgaris tedavisi i¢in topikal ALA aracih
fotodinamik terapi uygulamasi yapmuglardr. Bu ¢aligma sonucunda, orta ve siddeth
akne i¢in ALA aracilhi fotodinamik terapinin basit ve etkili bir tedavi oldugu
vurgulanmustr.  Aymt  hastalk i¢in  yapilan farkh bir ¢ahymada ALA aracih
fotodinamik terapt igin yeni bir LED cihazz kullanilmistr. Bu ¢ahsmada, akne
wulgaris tedavisinde LED tabanh ALA aracith fotodinamik terapinin etkinligi ve
giivenirliligi test edimistir [120].

ALA oOzofagus tedavisi igin basarih olmustur ve oral ilag formu i uygundur.
Displastik epitel, ALA aracilh fotodinamik terapi ile giivenilir bir sekilde yok
edilebilmektedir [119].

2.4. Fotodinamik Terapide Kullamlan Isik Kaynaklan ve Dalga Boyu

Fotodinamik  terapide bir  fotobiyolojik  reaksiyonun  gerceklestirimesi  igin
fotoduyarh maddenin absorbsiyon spektrumuyla uyumlu ve ajam aktivite edebilen
yeterli giicte goriilebilir 151k kaynagma ihtiya¢ duyulmaktadr [5]. Insan organizmasi
icn en etkili dalga boyu 630 nm’nin iizerindeki dalga boylaridr. Bu aralk, tedavinin
basarismi saglayan insan dokusuna uygun ve istenen seviyede nufiiz edebilmektedir
[80]. Dokuda onemli kromoforlar su, oksihemoglobin, deoksihemoglobin, melanin
ve sitokromlardir. Bu molekiillerin absorbsiyon spektrumlari, dokuda FDT igin optik
pencereyi tanmlar [5]. 600 ile 1200 nm arasmdaki bdlgeye dokunun “optik
penceresi” denir. Bununla birlikte, yaklasik 800 nm’ye kadar olan 15k 102 tiretebilir,
clinkii daha uzun dalga boylar1 fotodinamik bir reaksiyon baslatmak i¢in yetersiz bir
enerjiye sahipti. Bu nedenle 151k kaynag se¢imi, fotoduyarh madde absorbsiyonuna
(floresan uyarma ve etki spektrumlari), hastaliga (lokasyon, lezyonlarm boyutu, doku
Ozellikleri gibi), maliyete ve boyuta dayanmaktadr [84].
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Sekil 2.8. Fotodinamik terapi i¢in optik pencere ve dokuda sogurulmasi [5]

Doku penetrasyonu icin optimum dalga
boylar
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FDM'yi etkinlestirmek icin
en uygun dalga boylar1

Sekil 2.9. Goriiniir ve yakin kizil otesi 151k spektrumu, maksimum doku penetrasyonunun dalga boylari, bazi
fotoduyarli maddelerin absorbans dalga boylar1 [121]

FDT sk kaynaklan i¢cin temel sartlar, fotoduyarh maddenin aktivasyon spektrumuna
(genellikle en uzun dalga boyu zrvesi) uygun dalga boyundaki sk ile bu dalga
boyunda ergonomik olarak ve hedeflenen dokuya yiiksek verimlilikte yeterli giic
tiretmektir. Tipik olarak uzun zaman gerektiren tedavileri uygulamak i¢in 630-850
nm dalga boyu arahfnda birka¢ yizmW /cm?’ ye kadar iwsmlamalarda 1-5 W
aralignda gilic gereklidir ve bunlara ek olarak klink ortamda giivenilir ve diisiik
maliyetli 151k kaynag olmalidir.
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FDT 1wk kaynaklarmi ii¢ ana smif altmda toplayabilirizz lazerler, LED’ler ve
filtrelenmis lambalar [122]. Gegmiste argon pompah boya lazerleri KTP veya
Nd/YAG pompal boya lazeri, altm buhar lazeri veya bakir buhar boya lazeri gibi
cesith 15k kaynaklar1 kullamilmist.  Ancak bu tiim lazer sistemlerinin - kullanmm
karmagik ve pahahdir [123].

Lazer diger 15k kaynaklarmdan farkhdr; ¢iinki lazer olmayan 15k kaynaklar
kendiliginden yayilma nedeniyle her yone tutarsiz radyasyon gosterir. Lazer, kazang

ortamu a¢ismdan kategorize edilir: gaz, sv1 ve katu

Gaz lazerleri olarak azot lazeri, asil gaz lazeri (helyum-neon (HER-Ne), argon (Ar),
kripton (Kr)), excimer lazer, soygaz ve halojen, helyum-kadmiyum (He-Cd), bakir
buhar lazeri ve karbondioksit (CO;) lazeri sk kaynaklaridr. He-Ne lazer yaygmn
olarak diisiik maliyetli ve sabit bir siirekli dalga lazeri olarak kullanimaktadr. Ar ve
Kr lazer, stabil ve yiiksek giicli goriinir 151k dalga lazeri olarak kullamimaktadir.
CO, lazer en yiksek gic ( birkagc mW-100 kW) siirekli dalga lazeridir ve kizilotesi
s tretmektedir.

Boya lazeri, ¢ozeltide lazer ortamu olarak organik boya kullanr. Boya lazeri, gaz ve
kat1 kazang ortamma kiyasla c¢ok ¢esitli dalga boylan gostermektedir.

Kat1 hal lazerleri olarak Nd:YAG , Nd: YLF, Nd: YVO04, Er:YAG, Ti. Safir ve yari
iletken lazerler bilinmektedir [71].

1970’lerin  sonu 1980’lerin basmda, cogu klinkk tedavi i¢in argon boya lazeri
kullantustr.  Yeterli giic tretmesi ve dalga boyu ayarlanabime avantajma sahip
olmasma ragmen boyut, elektrik giicl, su sogutma gereksinimleri ve zayif
giivenilirlk nedeniyle klink ortam i¢in uygun degildir.1980’lerde bu 151k kaynag
Nd: YAG (KTP) lazer kaynag ile degistirilerek baz giivenilirik ve sogutma
sorunlarmi ¢O6zmiis ancak yine de hantal ve pahal olmustur. Giinlimizde KTP-boya
sistemlerinin yerini diyot lazerler almigtir [122].
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Yar1 iletken lazerler, genellkle diyotlar olarak adlandmidan, FDT’de kullanilan
standart lazer sistemlermin optikk konfiglirasyonlarmi gerektirmeyen en temel 151k
kaynaklarmdan biridi. 2000 yilnda FDA tarafindan baz hastalklarm tedavisinde
630 nm diyot lazerinin onayr alnmustr. 652 nm’ de diyot lazer sistemi Avrupa,
IzZlanda ve Norveg’te onay verimistr [123]. Bu lazerler uygun maliyetlidir, kiigiik
boyutludur, kurulimu kolaydwr, optik dozimetri ve kalibrasyon 6zelliklerine sahiptir,
daha uzun Omrilidirler ve kmwrmzdan maviye genis bir dalga boyu arahgm
kapsamaktadilar. Diyot lazerlerin ana smrlandirilmasi, tek dalga boylu cihazlar
olmalaridir bu yiizden her fotoduyarli madde i¢cin ayr1 bir tinite gerekir [124, 125].

Isikk yayan diyotlar (LED), ozellkle kolay erisebilir doku yiizeylerinin igmlanmasi
icin son birka¢ yilda FDT i¢in uygun bir teknoloji haline gelmisti. LED’ler kompakt,
hafiftir ve istenilen dalga boyunda iskk iiretmek i¢in daha az enerji gerektirir. Diyot
lazer kaynaklarma gore en biiylk avantaji, disik maliyetlidir ve LED dizilerini farkh
smlama geometrilerine gdre yapilandrma kolayhgidr. ik baslarda cikis giicii bir
smirlama olarak kullamliyordu ancak su anda goriiniir-NIR spektrumun ¢ogunda
yiizlerce mW /cm? olan LED dizileri mevcuttur. Lazer diyotlarda oldugu gibi
LED’lerin sabit ¢ikis dalga boylar1 vardr [122, 124].

FDT swrasmda radyasyon 1smmu ve stabilitesi siirekli kontrol edilmelidir. Isik
kaynagma maruz kalma siiresi ¢ok diisiikk radyasyon siireleri ile ¢ok uzun olabilir
ancak FDT’de cok yiiksek radyasyonlarda ek bir termal etki olabilir. FDT’de 1518m
doku i¢inde ulasabilecegi dermlik kullanilan 1513m dalga boyuna baghdr ve 15183m
dalga boyu arttkca dokulara nufiiz etme artar.

Cesith  FDT wuygulamalarmm 151k dozlar, fotoduyarh maddelerin tipi, 15k verme
modu, timoriin yeri ve boyutu, kanserlerin tiirii vb. gibi ¢esitli parametrelere baghdur.
Timoriin  biiyiikligi ve yeri, FDT sk iletimi modunu belirlemek i¢cin en Onemlb
kriterdir  [124]. Fotoduyarh maddelerin aktivasyonunu saglamak amaciyla 15k
vermek i¢cin lazer kullanmann belirgin avantajlarmdan biri, bu 15181 fiber optiklere
kolayca baglanabiimesidir. Bu aktive edici fotonlarm dogrudan hedef bdlgeye
ulastiriimasm  saglayarak terapotik Ozellkleri ve terapmin  Ozgilligiinii  optimize
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edilmektedir. FDT’'nin etkili olmasi ve istenen terapdtik etkiyi indiklemek i¢in 151k
dagitmmm hedef doku hacmi boyunca homojen ve yeterli olmasi gerekmektedir
[124].

2.5. Oksijen

Bir tiimorde oksijen varhd, fotodinamik tedavinin sonucu i¢in Onemlidir ¢iinkii
fotokimyasal reaksiyonlarm gergeklesmesi i¢cin O, gereklidir ve hipoksik bolgeler
nispeten tepkisiz olma eglimi gostermektedirler. Oksijen basmcr (p0,), timdr
bolgeleri arasmda biiyiik Olglide degisebilmektedir ve aym zamanda tiimér damar
yapisina, oksijen diflizyon oranlarma baghdr. Oksjenin  kullanilabilirligi  temel
olarak derin solid tiimorlerde birr sorun olustururken yiizeysel cilt tiimorlerinde O,
seviyeleri hiz smrrlayic1 olmamaktadir.

Fotodinamik tedavinin sk ile uyarima islemi srasmdaki O, tiketiminin oramt baska

bir Onemli unsur olmaktadr. Yiksek yogunluklu bir 15k kaynag altmda O,,
dokudaki hizndan daha hizh tikketilebilmektedir ve bu durum timérli dokuda gegici
0, tikenmesine neden olmaktadir.

Bu manada etkili bir fotodinamik terapi siireci tasarlarken tiimdr mikro cevresindeki
0, seviyelermin dikkath bir sekilde idaresi tedavi srasmda O, tiikenmesini en aza
indirmek i¢in fraksiyonlu 15k kullanmak veya timér dokusunu fotoduyarh madde ile
hedefleyip uygun dalga boyundaki wsik ile uyarmak c¢ok énemlidir [94].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Sakarya Uygulamali Bilimler ~Universitesi Biyomedikal Miihendisligi ~Anabilim
Dal'nda vyiiriitilen bu ¢algmada, WI-38 (ATCC® CCL-75™) normal akciger
fibroblast ve HT29 (HT-29 (ATCC ® HTB-38 ™ ) kolon epityal tiimor hiicre hatti
kullanilmagtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullamlan arac¢-gerecler

3.2.1.1. Sarf malzemeler

Tablo 3.1. Sarf malzemeler

Malzemeler Markas1

Mikro pipetler ve pipet uglari( 10 p'lik, 100 pl'lik, 1000 lsolab

pl'lik)

Kiiltiir flasklar1 ( 25 cm” T25 ve 75 cm” T75) Isolab

Steril santrifiij tiipleri (15 ml'lik ve 50 ml'lik) vWwr

Serolojik pipet (5 ml'lik) CAPP Harmony

Pleyt (9611K) Atlas  biyoteknoloji, IS/TCF-96
WELL

Enjektor Ayset, Tiirkiye

Filtre Sartorius, 16534K

Pipetor HTL Lab solutions

Thoma lam Isolab




3.2.1.2. Cihazlar

Tablo 3.2. Cihazlar
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Cihaz Markas1

Invet mikroskop Motic
Mikroplate okuyucu spektrofotometre BMG Labtech
CO2'li inkibator Niive
Laminar kabin Miprolab
Buzdolab1 (+4 - +20) Altus

Derin dondurucu (-80) Arctiko

Sogutmal yiiksek devirli santrifiij
Otoklav

Hassas terazi

Kolimator

Optik gii¢ dlcer ve spektrofotometre
Fotodinamik terapi lazer cihaz

Fotodinamik terapi LED cihaz

Eppendorf Centrifuge 5702R

Thorlabs, F810SMA-635

PM100 ve C serisi spektrometre,
Thorlabs, Almanya

Sakarya Uygulamah Bilimler
Universitesi, Sakarya
Sakarya Uygulamah Bilimler

Universitesi, Sakarya

3.2.2. Kullamlan kimyasal c¢ozeltiler

Tablo 3.3. Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

Kimyasal

Markas1

DMEM-High Glucose (4.5 g/l) with L-Glutamine

Capricorn, DMEM-HA

Dulbeccos's Phosphate-buffered saline(1X) w/o Ca&Mg w/o  Capricorn, PBS-1A

Phenol Red

Penicilin/ Streptomycin Solution (100x)
Fetal Bovine Serum

Trypsin- EDTA Solution

Trypan Blue Stain

5-Aminolevulinic acid hydrochloride
Dimethyl Sulfoxide

MTT (3-(4,5-
diphenyltetrazolium bromide)
XTT

Capricorn, PS-B

Sigma, F7524

Sigma, T4049
A.B.T.,15250061

Sigma, A3785-500M G
Isolab, 914.036.2500-2.5L

Dimethylthiazol-2-yl -2,5- Biotium, 10059
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3.2.2.1. Hiicre besiyeri

455 ml DMEM-HA L-Glutaminli besiyeri igerisine 5 ml FBS ve 0.5 ml pen-strep
eklenerek hazrlandi ve +4°C’de muhafaza edildi

3.2.2.2. ALA-5
Tablo 3.4. Kullanilan fotoduyarli madde
Kullanilan fotoduyarh madde Fotoduyarli maddenin molekiiler
agirligi ve konsantrasyonu
5-ALA 167,59 g/mol-0,597 M

0.1 g 5-ALA, 1 ml steril su igerisinde ¢ozdiirtildii ve —20°C’de muhazafa edildi. 0,5
mM, 1 mM ve 1,5 mM konsantrasyonlarinda hazrlandi.

3.2.2.3. 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)

Toz haldeki formu ile ticari olarak temin edilen MTT’den 0.1 g tartipp 20 ml PBS
icinde ¢oziildi. Daha sonra 1 ml kriyotiiplere bolinerek —20°C’ de muhafaza edildi

3.3. Analizler

3.3.1. Hiicrelerin Kiiltiire alinmasi

Hiicreleri ¢6zmek ve canliik  kontrollerinin  saglanmasi  amaciyla —80°C
dondurucudan alman ve kryotiipler icinde bulunan hiicreler 37°C’lik su banyosunda
hizica calkalanarak, yaklagk 1 dakika icinde c¢ozilinceye kadar bekletildi Buzlart
cozilen kryotiiplerin etrafi %70’likk alkol ile temizlendikten sonra laminar akimh
kabine alndi Kryotiip i¢inde bulunan 1 ml hacmindeki hiicreler falkonlara alnarak
lizerlerme 6 ml taze besiyeri eklendi 1200 rpm’de 5 dakika santriflij yapildiktan

sonra slipernatant uzaklastwrildi. Pellet iizerme 1 ml taze besiyer eklendi ve



54

homejenize edildi Daha sonra flasklara hiicre ekimleri yapidi ve €O, mkibatore
biiyiimeleri i¢in brakild1

Hiicreler konfluent duruma gelince hem besi ortanu hiicreler i¢in yetersiz hale gelir
hem de Kkiiltiir kabmnda yer olmadim i¢in kontakt mhibisyon adi verilen mekanizma
ille hiicrelerin ¢ogalmalari durur. Bu ylizden hiicreler istenilen morfolojik 6zellikte
biyliylip ¢ogaldiklarmda ve flask zemininde daha fazla hiicre gelisimi i¢in alan
kalmadigmda calgilacak hiicreler icin pasajlama iglemine gecildi; daha sonra
cahgilacak hiicreler i¢cin de dondurma islemi gerceklestirildi Flask dik konuma
getirilerek  hiicre tabakasmm oldugu yiizeye pipet degdirilmeden ortam yavasca
cekildi. Hiicre tabakasma pipet degdirimeden 3 ml PBS ile yiizey ykandi ve
ardindan PBS ¢ekildi. Daha sonra ortama %25 tripsin-ETDA eklenerek ( T25 flask
ve T75 flask icin yiizeyini kaplayacak kadar yeterlidir ~1-2 ml) flask 5 dakika CO,
mkibatoriinde tutuldu. Hiicrelerin serbestlesip serbestlesmedigi mikroskopta kontrol
edildikten sonra (hiicreler serbestlestiyse), tripsin aktivitesini durdurmak i¢in
%10’luk FBS iceren besi yeri ortama eklenerek santriftij tilipline alndi Hiicreler
1200 rpm’de 5 dakika santrifij edildi ve siipernatant uzaklastiridi Pellet iizerine 1
ml taze besiyeri eklendi ve homojenize edildi Hiicre yogunluguna gore ekimi
yapilacak hiicreler yeni flasklara almarak CO, inkibatoriine yerlestiridi. Dondurma
islemi icin santriftj isleminden sonra 1:9 oranmda DMSO ve hiicre siispansiyonu

kryotlip igerisine alndi Kryotiipler ik olarak -20°C de 1 saat bekletildikten sonra
-80°C de muhafaza edildi.

3.3.2. Tripan mavisi ile hiicre saymm

Hiicrelerin 96’k well platelere ekimi icin hiicreler, tripan mavisi ve thoma lamu
kullanilarak ~ saymlari yapid. Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisinden 1:1
orannda alnarak ependorf tiipline aktarildi Daha sonra ependorf igersinde pipetaj
yapilarak thoma lammm saym bolgesine aktartildi ve invert mikroskop altinda
incelendi. Tripan mavisi sadece Olii hiicre i¢cine girerek onlar1 boyarken canh hiicreler
icine giremez ve canlt hiicreler parlak goriiniir. Bu sekilde mikroskop altmda goriintii
degerlendirildi ve asagidaki esitlk (Denklem 3.1) kullanilarak hiicre saymui yapildi.
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Total canli hiicre sayist =

16 biiyiik karede sayilan canli hiicre sayist X Diliisyon faktérix 10*  (3.1)

3.3.3. Isik kaynaklan

Lazer cihaza dort farkh radyasyon modu ile cahsmaktadm: Siirekli Dalga Modu
(CW), Darbe Modu (PM), Seri Darbe Modu (BPM) ve Siiper Darbe Modu (SPM).
Lazer 15k kaynagn DC ila 20 MHz arasmdaki cesith darbe frekanslan ile
calsabilmektedir. Lazer sistemi hassas akim ve sicaklk kontrolii ile yiiksek optik
cikis kararhhgma sahipti. Bu sistem 0-1500 mW aralignda, yiksek optk ¢ikis
kararhhgma ( +1 mW) 635 nm de yiiksek dalga boyu kararliigma ( +1 nm) ve tim
radyasyon modlarmda yiiksek sicaklk ( # 0.2 °C) kararlligma sahiptir. Darbe siiresi
ve optikk gilic kullanict arayiizinden ayarlanabilmektedir. ~Akmm, sicakhk, voltaj ve
fotodiyot optik geri beslemesine gore kontrolor tarafindan siirekli olarak ayarlanr
[126].

Sekil 3.1. Lazer cihaz diizenegi

LED sistemi, 635 nm’de 0 ile 100 mW arasmda optik gii¢ tiretmek icin yiiksek optik
ckkis kararhg ile gelistirilmistt. LED baglanti sicaklpi termoelektrik sogutma
(TEC) sistemi ile stabilize edilmisti. LED sistemiyle aym optk ¢ikis giiciini
tretebilmek icm, LED baglanti sicakhg {ireticinin veri sayfasinda belirtildigi gibi
44°C’de sabitlenmistir. Sicaklk kontrol sisteminin temel prensibi, LED'n Peltier
elemanlar1 soguk tarafi ile dogrudan temas halinde olmasi ve sogutucu, fan ile
dogrudan temas halinde olmasidr. Termistér, LED baglantismdan sicakhigm gercek
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zamanh olarak Olclilmesini saglamaktadr. Ger¢ek zamanh sicakhk kontrol sistemi
daha Onceki calgmalarla aym prensipte uygulanmistr [127]. Sistem, daha uzun
deney stiresi nedeniyle dalga boyu kaymasmi onlemektedir.

Optik cikis stirekli olarak fotodiyot ile Olciimiistir. Ger¢ek zamanh optik giic ¢ikist
kalibrasyonu, fotodiyot transimpedans amplifikatér devre ¢ikisma gore yapimustir.
LED sistemi, kullanictya herhangi bir hata olmadan istenen optk gicli liretme
yetenegi veren dokunmatik ekran ve yerlesik sistem tabanh denetleyiciden
olusmaktadr. Optk gic ve zaman deneye gore secilmistr ve sistem enerjiyi
hesaplayabilmistir. Deneylerde, LED 15k kaynagmn dalga boyu 635 = 10 nm
FWHM'de (tam genislikte yar1 maksimum) gerceklestiriimisti. Deneylerde siirekh
dalga radyasyon modu kullanilmustir.

Sekil 3.2. LED cihaz1 diizenegi

Bu cahsmada 10 J/cm?, 15 J/ cm? ve 20 J/ cm? siirekli dalga modu ve puls dalga
modu kullanilmuistir.

Sistemin optik giicii ve dalga boyu, giic Olcer ve spektrometre (PM100 ve C serisi
spektrometre, Thorlabs, Almanya) ile Olgiilmiistiir. Fluence orani, Tablo 3.5.’te
Ozetlendigi gbi farkh giic ve deney siireleri ile belirlenmistir.
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3.3.4. Optimizasyon c¢ahsmalan

Fotodinamik terapi calismasi oOncesi hiicreler i¢in gerekli ila¢ dozu ve 15k dozu
arastriimas1 yapimustr. Uygun sk ve ilag dozlan 3-(4,5- Dimethyithiazol-2-yl -
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) sitotoksisite deneyi ile belirlendi. Bu
optimizasyon c¢aligmalart HT-29 ve WI-38 hiicre hatlar1 i¢in, 3 tekrarh olmak iizere
yapimistir.

3.3.4.1. lla¢ dozu uygulamasi

HT-29 ve WI-38 hiicreleri ilag dozlarma bagh olarak 96’k well pleytlere

2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekimi yapilarak 20-24 saat inkiibe edildi. Her bir
fotoduyarh madde ve inkiibasyon siireleri i¢cin kontrol gruplart olusturuldu.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besi yeri atlarak FBS’siz besi yeri ve ilag
karismi totalde 100 pl olacak sekilde hiicrelerle muamele edildi.

5-ALA i¢cin hiicreler Tablo 3.4.°de belirtilen dozlarda, 4 saat siire ile karanlkta
37°C'de %S5lik CO, iceren inkibatorde inkibe edildi. inkiibasyon islemlerinden
sonfra  5-ALA ile muamele edilen hiicrelerdeki ortam uzaklastrilarak %10 FBS
iceren besi yeri eklendi ve 1 gece inkiibasyonun ardmdan MTT analizi yapildi

3.3.4.2. Isik dozu uygulamasi

Lazer ve LED cihazlarmn 151k dozlarnn asagidaki esitlk (Denklem 3.2) kullanilarak
hesapland1.

J=WXs (3.2)

J=joule, W=mW cinsinden gii¢ ve s=saniye tiirliinden zamam ifade etmektedir.
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96’h well pleytlerin dort bir kosesine diisen 1s183mn cikis giicli gliic Olger ile Olgiildii
Ht-29 ve WI-38 hiicreleri 151k dozlarma bagh olarak 96’k well pleytlerin kdselerine
alt alta 2’li toplamda 4 kuyucu@a 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekimi yapilarak
20-24 saat inkiibe edildi Lazer ve LED cihazlar1 i¢in ayr1 pleytler hazwlandi ve
Tablo 3.4.’te belirtilen fluence oranlarmda sk uygulamasi yapildi Bir well pleytte
ki 15k dozu gergeklestirecek sekilde, lazer ve LED i¢in toplam 6 tane well pleyt
hazrlandi (Sekil 3.3.). Konrol hiicreleri ise hicbir muamele gdrmeden 37°C de
%5 lik CO, iceren inkiibatérde inkiibe edildi Isik uygulamalarmm ardmdan hiicreler

karanlkta 37°Cde %S5 lik CO, igeren inkiibatorde 1 gece inkiibe edildi ve ardndan
XTT analizi yapildi.

Tablo 3.5. Tsik dozlart

Enerji:(J) Giig(mW) Zaman (dk/s)
5 30 167 s

10 30 334 s

15 30 500 s

20 30 667s

25 30 834s

30 30 1000s

/ 1 10 11 12
AOOOOOOOOOOOO

9000000,

9000000,
DOOOOOOOOOOOO
9000000000

90000

10000000 | . O
000000000000

Sekil 3.3. Deney diizenegi (B1-C1,B2-C2,B3-C3,B4-C4 hiicreleri 10 j/cmz, 15 j/cmz, 20 j/cmzyi; F9-G9,F10-
G10,F11-G11 hiicreleri 10 j/em? , 15 jlem?, 20j/ cm? yi gdstermektedir.)
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3.3.5. Ana deney ¢calismasi

3.3.5.1. Fotodinamik terapi

Iskk dozu ve ila¢ dozu uygulamalari sonucu secilen dozlarla ana cahsmaya
gecilmistir. Secilen 15k dozlar, ALA-5 ile HT-29 hiicre hatti i¢in fotodinamik terapi
yapimistr. Deneyler 3 tekrarh olarak gerceklestirilmistir.

Fotodinamik terapide kullanilan ALA-5 konsantrasyonu 1 mM ve inkiibasyon siiresi

4 saattir. Lazer ve LED’in ismlanma miktar1 ise 10 jem?®, 15 j/em?, 20 jem?’dir.
Analizler, deney uygulamalarmdan 24 saat sonra gerceklestirilmisti. Tablo 3.6.’da
belirtilen dozlarla ve Sekil 3.4.’te gosterilen deney diizenekleri LED ve Lazer sk
kaynaklar1 i¢in ayri ayr1 hazirlanmugtir.

Tedavi sonrast hiicrelerde XTT yontemi ile canhlik tayini yapilmustir.

Tablo 3.6. Lazer ve LED igin dozlar

ENERji (J/cm?) GUC (mW) ZAMAN (s) DALGA MODU
10 40 500 Puls

10 40 250 Continious
10 80 250 Puls

10 80 125 Continious
15 40 750 Puls

15 40 375 Continious
15 80 375 Puls

15 80 187.5 Continious
20 40 1000 Puls

20 40 500 Continious
20 80 500 Puls

20 80 250 Continious
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arw 9 10 1 12
AOOOOOQQOOOOO

000000000000

Sekil 3.4. Deney diizenegi (10 j/em?® ve 40 mW, 10 jlem? ve 80 mW, 15 jlem? ve 40 mW, 15 jlem? ve 80
mW, 20 jlem? ve 40 mW, 20 jlem? ve 80 mW gii¢ degerleri i¢in ,B1-C1,B2-C2 hiicreleri ve F9-
G9,F10-G10, sirastyla puls ve continious dalga modunda deney diizenegini gostermektedir. Her bir
doz i¢in bu diizenekte farkli pleytler hazirlanmugtir.)

3.3.6. Hiicre sitotoksisite deneyleri

3.3.6.1. MTT yontemi

MTT analizi, hiicre hattmm hiicre canhhgm kontrol etmek, ilacm giivenli ve etkili
miktarmi  degerlendirmek ign  en etkii yOntemlerden biridr. MTT analiz,
sitotoksisite veya sitostatik aktiviteyi degerlendirmek i¢in kolorimetrik bir analizdir.
Tanmlanmis  kosullar altmda, NADPH'ye bagh hiicresel oksidorediiktaz enzimleri,
canh hiicrelerin sayism yansitmaktadwr. MTT hiicrelere girer ve mitokondriye geger,
bu enzim ¢6zinmeyen bir formazan {irlininde tetrazolium tuz MTT'sini indirger
(mor renkte tetrazolum tuzunun dehidrojenaz ve rediiktaz ile indirgenmesiyle
olusturulan yapay bir kromojenik ({irtindiir). DMSO, asitlestiriimis izopropanol gibi
orjenik  ¢oziiciiler, hiicrelerdeki ¢ozinmez formazanm  ¢Ozilmesini  saglayan
¢Oziiciilerdir. Hiicrelerdeki formazan kristalleri bu c¢oziciilerle ¢oziindiiriilir ve
¢ozinmenin ardindan formazan kristallerinin  konsantrasyonu, spektrofotometrede

570 nm dalga boyunda Ol¢iilmektedir [128].

[lag dozu uygulamalarmm 1 gecelik inkilbasyonunu ardmdan deney gruplari ve
kontrol gruplart hiicrelerinin pleytlerinin her bir kuyucuguna 10 pl MTT eklendi ve
37°C'de 3 saat inkiibe edildi. 3 saatlik mkiibasyonun ardmdan her bir kuyucuga 100
ul DMSO eklendi ve 30 dakika inkiibasyona birakildi Inkiibasyonun ardmdan elisa
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okuyucu spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okuma yapidi. Asagidaki esitlik
(Denklem 3.3) kullanilarak elde edilen veriler ile canhlik hesaplanmustir.

3.3.6.2. XTT yontemi

XTT hiicresi ¢ogalma deneyi ik olarak 1988 yinda Scudiero ve arkadaslar
tarafindan tiimor hiicre hatlarmda hiicre biiylimesini ve ila¢ duyarhigmi dlgmek i¢in
etkili bir yontem olarak tarif edilmisti. XTT, indirgendiginde parlak turuncu hale
gelen renksiz veya hafif sar1 bir bilesiktir. Bu renk degisimi, pozitif yikli kuaterner
tetrazol  halkasmm  parcalanmasiyla — gerceklesmektedir. XTT  rediiksiyonunun
formazan {irlinii ¢oOziiniir ve gergek zamanh analizlerde kullandabilmektedir. XTT'nin
net negatif yiikii ile hiicrelere girmesini engellemektedir. XTT boya indirgenmesinin,
trans-plazma membran elektron tasmmasi ile kolaylastrilan hiicre yiizeyinde
meydana geldigini gostermektedir. Mitokondriyal oksidorediiktazlarm,
ndirgeyicilermin  plazma zarma aktariimastyla XTT yantma Onemli Slclide katkida
bulundugu diistiniilmektedir. ~ XTT tahlillerinn ashnda hiicrelerin piridin niikleotid
redoks durumunu Olgtigii One siiriilmiistir. XTT tek basma bir tespit reaksiyonu
olarak kullanilabilir ancak sonuglar optimal degidir. XTT ie PMS (N-metil
dibenzopirazin metil siilfat) gibi bir ara elektron alcist kullamldignda XTT tahli
sonuglart biiyiik Olgiide iyilesmektedir. PMS, XTT test kitinde bulunan Aktivasyon
Reaktifidir. Bulgular, PMS'nin hiicre ylizeyinde veya plazma membraninda kolayca
erisilebilir bir bolgede elektronlarn alarak XTT ndirgenmesine araciik ettigini ve
daha sonra yiiksek pigmentli formazan iriinline XTT'yi azaltan reaktif bir ara madde
Olusturdugunu gostermektedir [129].

Isikk ve tedavi uygulamalarmm 1 gecelk mkiibasyonunu ardindan deney gruplan ve
kontrol gruplart hiicrelerinin pleytlerinin her bir kuyucuguna 50 pl XTT eklendi ve
37°C'de 3 saat inkibe edildi 3 saatlik inkiibbasyonun ardmdan elisa okuyucu
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okuma yapid. Asagidaki esitlik
(Denklem 3.3) kullanilarak elde edilen veriler ile canhlik hesaplanmustir.

% Canlilik = —220aney =0Pbtani) 5 1) (3.3)

(0DgonTROL—ODpiank)



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hiicre Canliig1 Uzerine Isik Bagimhihg

Ana cahsma icin gerekli 15k dozlarmi belirlemek ve i vitro fotodinamik terapi
etkinligni kantlamak adma HT-29 kolon kanseri hiicre hattmda ve WI-38 akciger
fibroblastt hiicre hattinda 15k dozu c¢ahsmasi gerceklestirimisti. Her iki hiicre
hattmda ayr1 ayni lazer ve LED 15k kaynaklar ile 5 j/cm? , 10 j/cm? , 15j/cm? , 20

j/em? , 25 j/cm?

cahgmasi1 gerceklestirilmisti. Hiicrelerin 15tk ile muamelesinden 24 saat sonra XTT
testi ile sitotoksisitesine bakilarak ana c¢ahsma icin etkin 15k dozlar belirlenmistir.
Sonuglar Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.°de gosteriimisti. Ana deney c¢algmalar1 i¢gin 10

j/em?, 15 j/em? ve 20 j/cm? 15k yogunluklar1 segilmistir.

ve 30 j/cm? olmak iizere 6 farkh 151k dozlari ile optimizasyon
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Sekil 4.1. Lazer ve LED igin farkl 11k dozlarinda HT-29 kolon kanserinin hiicre canhlik yiizdeleri
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Sekil 4.2. Lazer ve LED igin farkli 1s1k dozlarinda WI-38 akciger fibroblasti hiicre canlilik yiizdeleri

4.2. Hiicre Canliign Uzerine ila¢ Dozu Bagimhhg

63

Fotodinamik terapi uygulamalar1 i¢cin Oncelikle fotoduyarh madde dozu belirlemek
icin optimizasyon ¢ahgmast gerceklestirimisti. HT-29 kolon kanseri hiicre hattt ve
WI-38 akciger fibroblast hiicre hatt1 lizerinde 3 farkh ALA-5 dozu cabsilmustir.

Hiicreler 4 saatlk ALA-5 uygulamasi ardndan 24 saatlik siire sonunda MTT analizi

ile sitotoksisitesi degerlendiriimistir.  MTT sonuglar1 degerlendirilerek ana ¢aligma
icn 1 mM’lk ALA-5 dozu belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Farkli ALA-5 konsantrasyonlarmm M TT hiicre canlilik ytizdeleri

4.3. Ana Deney Calismasi1 Sonuglan

Optimizasyon ¢ahsmalar1 sonucu belirlenen 15k ve ALA-5 dozlan ile ana deney
cahgmas1 gerceklestirimistir. HT-29 kolon kanseri hiicre hattnda 4 farkh deney
gruplart olusturulmustur. 1.grup lazer aracth devamh dalga modu ile gergeklestirilen
FDT, 2.grup lazer aracih puls dalga modu ile gerceklestirien FDT, 3.grup LED
aracth devamh dalga modu ile gerceklestirilen FDT ve 4.grup LED aracih puls dalga
modu ile gergeklestirilen FDT dir.

Sonuglar Microsof Excel 2010 programmda veri ¢oziimle aract kullanidarak tek
yonlii  varyans analizi (ANOVA) uygulanmustr. Istatistiksel olarak  anlamlik
seviyesi p<0,05 olarak almmustir.

Ik deney grubu kendi icinde iki uygulama grubu olusturulmustur. 40 mW /cm? ve
80 mW /cm? giic yogunlugu kullanlarak in vitro cabsmalar gergeklestirimistir. HT-
29 kolon kanseri hiicre hattmda 1 mM ALA-5 dozu il hiicrelerin 4 saatlk
inkibasyonu sonrasi devamh dalga modunda 10 j/cm?, 15 j/cm? ve 20 j/cm?
enerji yogunluklarmda ismlanmustr. Fotodinamik terapi sonrasi hiicrelerin 24 saatlik
inkiibbasyonu sonunda XTT testi yapilarak hiicre canlilik analizi gergeklestirilmistir.
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l.uygulama grubunda 40 mW /cm? gii¢ yogunlugu kullanimustr. 1.uygulama grubu
10 j/cm?, 15 j/cm?, 20 j/cm? enerji yogunluklariyla gergeklestirilen FDT’nin XTT
analizi sonucu canllk yiizdeleri swast ile %59,81, %57,66 , %56,71 olarak
belirlenmistir ~ (p<0,05). 2.uygulama grubunda 80 mW /cm? gic yogunlugu
kullanihmustr.  2.uygulama grubu 10 j/cm?, 15 j/cm?, 20 j/cm? enerji
yogunluklaryle gerceklestirilen FDT'nin  XTT analizi sonucu canliik yiizdeleri
sirast ile %54,06, %52,84, %55,12 olarak belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.4.).

TV JE—

m Lazer Kontrol
®FDT Grubu 1
B FDT Grubu 2

% Canlilhik

Kontrol 10 15 20
Enerji (J/cm?)

Sekil 4.4. Birinci FDT grubunun uy gulama grubu 1 ve uygulama grubu 2’ye ait XTT hiicre canlilik yiizdeleri

fkinci deney grubu kendi i¢inde iki uygulama grubu olusturulmustur. 40 mW /cm?
ve 80 mW /cm? giic yogunlugu kullandarak in vitro cahsmalar gerceklestiriimistir.
HT-29 kolon kanseri hiicre hattmda 1 mM ALA-5 dozu ile hiicrelerin 4 saatlik
inkiibasyonu sonrasi puls dalga modunda 10 j/cm?, 15 j/cm? ve 20 j/cm? enerji
yogunluklarmda igmlanmustr.  Fotodinamik terapi sonrast hiicrelerin 24  saatlk
inkiibbasyonu sonunda XTT testi yapilarak hiicre canlilik analizi gergeklestirilmistir.

l.uygulama grubunda 40 mW /cm? gi¢ yogunlugu kullandmustr. 10 j/cm?, 15
j/em?, 20 j/cm?® enerji yogunluklarryla gergeklestirilen FDT’nin XTT analizi
sonucu canllk yilizdeleri swrasi e %359,94, %64,29, %61,02 olarak belirlenmistir
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(p<0,05). 2.uygulama grubunda 80 mW /cm? gic yogunlugu kullantmustr. 10
j/em?, 15 j/cm?, 20 j/cm? enerji yogunluklariyla gerceklestirilen FDT’nin XTT
analizi sonucu canlhk yiizdeleri swas1t ile %58,04, %52,81, %50,96 olarak
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Ikinci FDT grubunun uy gulama grubu 1 ve uygulama grubu 2°ye ait hiicre canhlik yiizdeleri

Lazer sk kaynag ile HT-29 kolon kanseri hiicre hatti lizerinde devamh dalga modu
ve puls dalga modu kullamlarak gergeklestirilen in vitro FDT’nin karsilastiriimah

sonuclar1 grafikler tlizerinde gosterilmistir.

Analiz sonucuna gdre 40 mW /cm? gic yogunlugu ve devamh dalga modu ile
gerceklestirilen FDT’nin daha sitotoksik ozellkler gosterdigi goriilmektedir (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. 40 mW /cm? gii¢ yougnulugunda devamh ve puls dalga modlari kullanlarak gergeklestirilen FDT ye
ait hiicre canlilik sonuglari

80 mW /cm? gii¢ yogunlugu ve devamh dalga modu ile gergeklestirilen FDT’nin 10

J/em? ve 15 J/cm? enerji yogunluklarmda daha sitotoksik Ozellikler gdsterdigi

goriimektedir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. 80 mW /cm? gii¢ yougnulugunda devamh ve puls dalga modlar1 kullamlarak gergeklestirilen FDT ye
ait hiicre canlilik sonuglari

Uciincii deney LED grubu kendi icinde iki uygulama grubu olusturulmustur. 40
mW /cm?> ve 80 mW /cm? gic yogunlukluklar1 kullanlarak in vitro cahsmalar
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gergeklestirimistir. HT-29 kolon kanseri hiicre hattnda 1 mM ALA-5 dozu ile
hiicrelerin 4 saatlik inkiibasyonu sonrasi devamh modunda 10 j/cm?, 15 j/cm? ve
20 j/cm? enerji yogunluklarmda ismlanmustr. Fotodinamik terapi sonrasi hiicrelerin

24  saatlk inkibasyonu sonunda XTT testi yapilarak hiicre canllk analizi
gerceklestirilmistir.

l.uygulama grubunda 40 mW /cm? gi¢ yogunlugu kullamimstr. 10 j/cm?, 15
j/em?, 20 j/cm?  enerji yogunluklartyla gerceklestiilen FDT’nin XTT analizi
sonucu canhlk ylizdeleri swasi e %67,50, %64,59, %40,74 olarak belirlenmistir
(p<0,05). 2.uygulama grubunda 80 mW /cm? gic yogunlugu kullantmustr. 10
j/em?, 15 j/cm?, 20 j/cm? enerji yogunluklaryla gergeklestirilen FDT’nin XTT
analizi sonucu canhlk yiizdeleri swas1 ile %63,22, %69,74, %37,30 olarak
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Ugiincii FDT grubunun uy gulama grubu 1 ve uy gulama grubu 2’ye ait hiicre canlilik yiizdeleri

Dordiincti deney LED grubu kendi icinde iki uygulama grubu olusturulmustur. 40
mW/cm? ve 80 mW /cm? gic yogunlugu kullandarak in vitro cahsmalar
gerceklestirilmistir.  HT-29 kolon kanseri hiicre hattmda 1 mM ALA-5 dozu ile
hiicrelerin 4 saatlik inkiibasyonu sonrasi puls dalga modunda 10 j/cm?, 15 j/cm? ve

20 j/cm? enerji yogunluklarmda ismlanmustr. Fotodinamik terapi sonrasi hiicrelerin
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24 saatlk inkibasyonu sonunda XTT testi yapiarak hiicre canllik analizi
gerceklestirilmistir.

l.uygulama grubunda 40 mW /cm? gi¢ yogunlugu kullammustr. 10 j/cm?, 15
j/em?, 20 j/cm? enerji yogunluklaryla gerceklestiilen FDT’nin XTT analizi
sonucu canllik yiizdeleri swrast ile %69,97, %61,25, %45,89 olarak belirlenmistir
(p<0,05). 2.uygulama grubunda 80 mW /cm? gi¢ yogunlugu kullaminmustr. 10
j/em?, 15 j/cm?, 20 j/cm? enerji yogunluklaryla gergeklestirilen FDT’nin XTT
analizi sonucu canhlk yiizdeleri swast ile %72,37, %63,22, %43,18 olarak
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Dérdiincii FDT grubunun uygulama grubu 1 ve uygulama grubu 2‘ye ait hiicre canlilik yiizdeleri

LED ik kaynag ile HT-29 kolon kanseri hiicre hatti lizerinde devamh dalga modu
ve puls dalga modu kullanilarak gergeklestirilen in vitro FDT’nin karsilastirimah
sonuclar1 grafikler iizerinde gosterilmistir.

Analiz sonucuna gdre 40 mW /cm? gic yogunlugu ve devamh dalga modu ile
gergeklestirilen FDT’nin daha sitotoksik ozellkler gosterdigi goriimektedir (Sekil
4.10.).
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Sekil 4.10. 40 mW /cm? gii¢ yougnulugunda devamh ve puls dalga modlar1 kullalarak gergeklestirilen FDT ye
ait hiicre canlilik sonuglari
80 mW /cm? gii¢ yogunlugu ve devamh dalga modu ile gergeklestirilen FDT’nin 10

J/em? ve 15 J/cm? enerji yogunluklarmda daha sitotoksik ozellkler gosterdigi
goriilmektedir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. 80 mW /cm? gii¢ yougnulugunda devamh ve puls dalga modlar1 kullamlarak gergeklestirilen FDT ye
ait hiicre canlilik sonuglari

Lazer ve LED kaynaklarmda gercekslestirien i vitro FDT’de devamh dalga
modunun daha sitotoksik oldugu gdzlemlenmistir. Lazer 15k kaynad ve her iki dalga
modu kullanilarak  gergeklestirilen FDT’de 10 J/cm? ve 15 J/cm?  enerji
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yogunluklarmm, LED 15k kaynagt ve her iki dalga modu kullalarak
gerceklestirilen FDT’ye gore daha sitotoksik oldugu gdzlemlenmistir (Sekil 4.12. ve
4.13)).
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Sekil 4.12. 40 mW /cm? gii¢ yougnulugunda lazer ve LED tabanh, devamli ve puls dalga modlari kullanilarak
gerceklestirilen FDT’ye ait hiicre canlilik sonuglari
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Sekil 4.13. 80 mW /cm? gii¢ yougnulugunda lazer ve LED tabanh, devamli ve puls dalga modlari kullanilarak
gergeklestirilen FDT’ye ait hiicre canlilik sonuglart



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Kolorektal kanser, her yil yaklagk 1.09 milyon yeni tam1 konan ve bu nedenle
551.000 olimle 6neml bir kiiresel saghk sorunu olmaya devam etmektedir. Kiiresel
olarak kolorektal kanser yiikiiniin %60 orannda artmasi ve bunun da 2030 yilna
kadar yilda 2,2 miyondan fazla yeni vaka ve 1,1 milyon o6liimle sonuglanmasi
beklenmektedir.

Kolorektal kanserde, etkinligi kantlanmis mevcut tedavi modaliteleri binlerce hayati
kurtarrken tedavinn kisa ve uzun vadeli toksisiteleri genellkle yasam kalitesini
onemli Olgiide tehlikeye atmaktadr. Tedavi etkinligi artwrmak ve toksisiteyi azaltmak
icin yenilk¢i aragtrmalar yapimaktadr. Meveut tedavi rejimleri, hastalar {izerindeki
etkiyi azaltmak, tolere edilebilirligi artrmak ve hasta sonuglarm optimize etmek icin
modifiye edimekte ve tedaviler iizerinde yeni seyler denenmektedir [128].

Fotodinamik terapi, bir bilesigin hedef dokularda uygulanmasm ve tutulmasm
iceren ve daha sonra bu bilesife uyarici olan uygun bir dalga boyunda goriiniir 1s13a
maruz brakilarak etkinlestirilen iki asamada gergeklestirilen bir tedavi yontemidir
[128].

Fotodinamik terapi temelde {ic sey gerektirir: bir 15132 duyarllastric, bir 15k
kaynagt ve oksijen. Hedeflenen bir alan {izerine topikal bir 5132 duyarh hale getirici
ajanm  uygulanmasm ve ardmdan ajann 15k igmasiyla  etkinlestirilmesini
icermektedir. Oksijen varlignda reaktif oksijen ara Trlinlerinin  olusumuna yol
acmaktadr. Bu ara maddeler, geri dondiirilemez oksidasyona bagh olarak temel

hiicresel bilesenler lizerinde etki ederek apoptoza ve nekroza yol agmaktadir.
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Fotodinamik tedavi dermatolojide, genel onkoloji, kardiyovaskiiler ve oftalmoloji
alanlarmda  kullamlmaktadr.  Deri  endikasyonlart i¢cin  fotodinamik terapide,
genellikle protoporfirn  [X'un Onciileri  olan  5-aminolevulink asit veya metil
aminolevulinat gibi topikal bir fotoduyarh maddeler kullanimaktadr. I¢ organlarda
olusan tiimorlerin tedavisi intravendz veya oral fotoduyarh madde kullamimaktadir
ve bu endikasyon i¢in en yaygm kullanilan fotoduyarh madde porfimer sodyumdur.
Porfimer sodyum 630 nm'de (krmizi) 5181 absorbe ederken ikinci nesil ajanlar daha
uzun dalga boylarmi absorbe ederek timorin yok edilmesi i¢in daha fazla enerji
saglamaktadr. Ugiincii nesil ajanlar, tiimdr antijenlerine, lipozomlara ve fotoduyarh
maddeyi hiicreye tasiyan diger biyomolekiillere yonelik antikorlar gibi tastyic
molekiiller ile veya timdr hiicresi yiizeyinde fotoduyarh maddenin daha secici
birkimine yol acan reseptor-pozitif bolgeler ile konjuge olanlardr. ABD Gida ve
[lag Dairesi belirli endikasyonlar icin yalnzca birkag fotoduyarh maddeyi
onaylarken Kanada, Japonya ve Hollanda gibi diger lilkelerde daha genis onay

mevceuttur.

ALA aracith fotodinamik terapi, kanser tedavisi i¢in fotodmamik terapi
arastrmasmda en umut verici alanlardan biri olmustur. 5-aminolaevulink  asit,
fotosensitize edici Protoporfirn [X'un (PpIX) 6n ilacidr. ALA uygulamasmdan sonra
hiicreler, hem biyosentetikk yolla PpIX olusturur. ALA / PpIX seciciliginin kesin
nedenleri  bilinmemekle birlikte, hem enzimlerinin 6zel regiilasyonu nedeniyle,
timorlerde PpIX'in biriktigine manmimaktadr. Hem ALA hem de tiirevi ALA Meti
ester esas olarak dermatolojide kullanilmaktadr. Ayrica ALA aracih fotodinamik
terapi, endoskopik olarak erisilebilir tiimorlerm palyatif ve kiratif tedavisi icin
kullamlmistir.  Akciger, 6zofagus, mide ve mesane karsinomlar1 ve ayrica oral
premalign lezyonlar, jinekolojik ntraepitelyal neoplaziler ve Barrett's Ozofagusu
cogunlukla ALA aracih fotodinamik terapi ile tedavi edilen durumlardr. Ote yandan,
ALA ile indiklenen PpIX floresans, Fotodinamik Tam veya sitorediiktif cerrahide
yardim (Floresan kilavuzlu Rezeksiyon, FGR) i¢in kullamimaktadr. ALA, mesane
kanseri tamismda floresan sistoskopi i¢in yiikksek dereceli gliomalarm tanisi ve ALA

Heksil ester i¢in onaylanmustr. ALA aracih fotodinamik tam su anda beyin, mesane,
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akciger, kolon kanserlerinde uygulanmaktadr. Ayrica fotodinamik terapi aym teshis
prosediirinde es zamanh olarak uygulanabilmektedir [130].

Fotodinamik terapide lazer, LED, akkor sk, lazer yayan diyotlar ve giin 15181 gibi
cesith 15k kaynaklart ile gerceklestirimistir. Isik Ozellikleri ve uygulama sekli, farkh
doku tiirlerini hedeflemek icin degistirilebimektedir. Ornegin  krmizi 15k, mavi
siktan daha derine niifiz eder. I¢ organlara ve ara yerlere sisirilebilir balonlar, optik
fiberler ve diger araglarla erisilebili. Toplam 15k dozu, 15132 maruz kalma siiresi ve
sk uygulama modu (toplu olarak  dozmmetri olarak  bilinmektedir) da
degistirilebimektedir. Geleneksel veya akut FDT (aFDT), kisa bir siire igcinde yiiksek
15k dozlar1 uygular, bu yontem optimal olarak segici degidir ve normal cevre
dokuda apoptoz ie sonucglanr. Geleneksel fotodmamik terapi hizh oksijen
tikenmesine neden olarak reaktif oksjjen tlirlermn olusumunu smirlamaktadir.
Oksijen tikenmesini en aza indirmek ve diger yan etkileri azaltmak icin
aragtrmacilar, fraksiyonasyon, metronomik FDT ve diisik dozlu FDT gibi alternatif
5k dozlar tiizerinde ¢ahsmaktadwlar. Bu alternatif stratejiler iimit verici sonuglar

gosterse de, heniiz yaygm kullanima sahip degillerdir [130].

ALA-5, lazer ve LED kaynaklar kullanilarak farkh kanser hatlar iizerinde in vivo ve

in vitro fotodinamik terapi ¢ahgmalar1 gergeklestirilmektedir.

Aleksandra Kawczyk-Krupka ve arkadaglart [112] tarafindan yapilan ¢ahsmada
ALA-5 aracih fotodinamik terapi etkinligi, kolon kanseri hiicrelerinin salgilama
aktivitesi lizerme etkileri mcelenmistr. 0,5 mM, 1 mM ve 1,5 mM
konsantrasyonlarmda ALA ve 10 j/cm?, 30 j/cm? ve 60 j/cm? enerji
yogunluklarmda, disik ve yiiksek dereceli kolon kanseri hiicre hatlarmda
fotodinamik terapi gerceklestiritmisti. 1ki kanser hattmda farkh canhlk sonuclari
elde edildigi ve 10 j/cm? enerji yogunlugunda daha yilksek apoptoz yiizdesi
gorilmiistiir.

Tomoya Hatakeyama ve arkadaglari [131] tarafindan kolon kanseri hiicrelerinde

cesith LED’ler kullamlarak ALA aracith fotodinamik terapinin antitiimor etkinligi in
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vivo ve in vitro olarak incelenmistir. Mavi (tepe dalga boyu, 456 nm), beyaz (genis
bant) ve krmizi (635 nm) olmak fiizere 3 farkh LED kullamlarak HT-29 kolon
kanseri {iizerinde ALA-5 aracilh fotodinamik terapi gergeklestiriimisti. Fotodmnamik
terapi uygulamasmdan 24 saat sonra MTT analizi yapilarak in vitro sitotoksisite
cahsmasi gerceklestirimisti. In  vivo ALA aracth fotodinamik terapi haftahk
aralklarla 3 kez tekrarlanlarak gerceklestiriimis olup, ik tedaviden ii¢ hafta sonra,
farelerin  timdrleri ¢ikarlarak timdr agrhklart Slglilmiistir. In vivo ve in vitro
sonuglar  kontroller ile karsilastrildignda ALA aracih fotodinamik terapinin
antitimOr etkmligi gosterdigi gorilmiistiir.

Literatirde belirtildigi gibi ALA farkh kanser tedavilerinde kullamimaktadr. Ying
Mave arkadaglart [132] ALA-5 aracih fotodinamik terapinin oral skuaméz hiicreli
karsmom iizerindeki etkisini in vitro olarak gozlemlemiglerdin. ALA-5 aracih
fotodinamik terapi etkinligi sonucu oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinin
biiyiimesi iizerinde ilagc dozu ve inkiibasyon siiresi ile yiiksek oranda iliskili olan
nhibitor  etkisi  yaptigt  gOriilmiistir. =~ Calsma  sonucu  kontrol grubu ile
karsilastrildigmda tek basma ALA, oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinin
apoptozu lizerinde hicbir etkiye sahip olmadig belirlenmisti. Lazer ismlamasi ile
birlestiriimis ALA-5’in farkh konsantrasyonlar1 apoptoz {izerinde etki gosterdigi ve
in vitro olarak hiicrelerin biiylimesini engelledigi gorilmiistiir.

Kamanlh A. ve arkadaslar1 [125] tarafindan farkh meme kanseri hiicre hatlarmda
LED ve Lazer tabanh, ALA-5 aracith fotodinamk terapi ¢aligmasi
gerceklestiriimist.  LED tabanh yapilan c¢algmada zayif ve agresif meme kanseri
hiicre hatlar1 iizerinde ALA-5 aracih fotodinamik terapi etkinligi WST-1, Anneksin V
ve farkh enerji seviyelerinde akridin turuncu boyama ile degerlendirimistir.
Sonuglara bakildignda meme kanseri hiicrelerinin hiicre canhhg LED dozuna bagh
olarak onemli olgiide azaldiy, 18 j/cm? ve 30 j/cm? enerji yogunluklarmda
apoptotik hiicre yiizdesinde artis goriimiistii. Ayni grup tarafindan meme kanseri
hiicre hatlarmda ALA-5 aracth fotodinamik terapi calgmasi yapimstr. Bu
cahymada iki farkh ALA dozunun iki farkh meme kanseri iizerindeki terapotik
etkileri PpIX floresan birkimi ve WST-1 analizi ile degerlendirilmisti. Hiicreler



76

farkh dozlarda lazer diyot ile ismlanmis ve ismlanmadan sonra ALA-5’in anti kanser
etkileri, hiicre canllizn ve hiicre ONimii analizleri degerlendirimisti. ~ Cahsma
sonucunda 1 mM ALA, lazer dozuna bagh bir sekilde hiicrelerin poliferasyonunu
oneml bir sekilde azalttign ve apoptotik hiicre Oliimiinii tetikledigi goriimiistiir
[133].

Puls dalga modunun devamh dalga moduna gére fotodmamik terapide tekli oksijen
tiretimi ve doku reoksijenasyonu bakmmmndan daha etkili olacagm diisiinen bilim
msanlart bunun tizerme bir c¢aligma gerceklestirmiglerdir. Yapilan c¢ahsmada lazer
smasmm puls ve devamh modu kullanlarak fotodinamik terapideki kiimiilatif tekl
oksijen konsantrasyonu arasmndaki farklar teorik olarak hesaplanmustr. In vitro
deneysel sonuclarda ise puls mod ile gerceklestirilen fotodinamik terapi, devamh
mod ile gergeklestirilen fotodinamik terapi ile benzer sitotoksik etkiye sahip oldugu;
fakat puls mod il gerceklestirilen fotodinamik terapi esas olarak apoptozu
indilklerken devamh mod ile gergeklestirilen fotodinamik terapiin nekrotik hiicre
Olimiinii indikledigi goriimiistiir [134].

Cahsmamizda 5-ALA fotoduyarh maddesinin HT-29 kolon kanseri hiicre hattnda in
vitro fotodinamik terapisi yapimstr. 635 nm dalga boyuna sahip Lazer ve LED 15k
kaynaklar1 kullamlarak iki farkh 15k uygulama modu ile fotodinamik terapi
gerceklestirilmis  olup bu fotodinamik terapinin HT-29 hiicre hatt1 iizerindeki
sitotoksik etkileri karsidastirilmali olarak incelenmistir.

Deneyler optimizasyon ve ana c¢alsma olmak {izere 1ki bashk altnda
gerceklestirimistir. Ik olarak  gerceklestirilen optimizasyon cahsmasmda HT-29
kolon kanseri ve WI-38 akciger fibroblast saghkh hiicre hatti iizerinde ALA-5’m 3
farkh dozunda ve 6 farkh s,k dozunda sitotoksisite cahsmasi gerceklestiriimistir.
Cahsma sonrasmda elde edilen verilere gore hiicre poliferasyonunu ¢ok fazla
etkilemeyen, ALA-5’in ve 15k dozunun toksik etki yapmayacag konsantrasyonlar
sec¢ilmistir.
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ALA-5m 0,5 mM, 1 mM ve 1,5 mM olmak {izere 3 farkli konsantrasyonu
uygulanmis olup canhlik sonuglar1 MTT testi ile analiz edimistir.

HT-29 kolon kanseri hiicre hattmda 0,5 mM’lk konsantrasyonda canlilk %92,48, 1
mM’lk konsantrasyonda canlik %92,34 ve 1,5 mM’lk konsantrasyonda ise canliik
% 90,80 olarak belirlenmisti. Bu sonuca gore 1 mM’lk konsantrasyonda canliik
oranmn daha yiksek oldugu tespit edimisti. Cozeltinin  molarm yiikselterek
canhik oranmi dislirebilecegimizi bu sonuclardan anlyoruz fakat c¢ozeltinin
yogunlugunun hiicrelere  zarar verebilecegi de disiiniildiigi icn daha yogun
oranlarda kullamimamustr. HT-29 kolon kanseri hiicre hattnda canliik iizerine
toksik etki gostermeyen ALA-5 konsantrasyonu 1mM olarak belirlenmistir ve ana
deneylerde 1 mM’lik ALA-5 konsantrasyonu kullanilmustir.

Kontrol olarak WI-38 normal insan akciger fibroblasti hiicre hattmda 0,5 mM’lk
konsantrasyonda canlilik %98,27, 1 mM’lk konsantrasyonda %94,21 ve 1,5 mM’lik
konsantrasyonda canhlk %96,05 olarak belirlenmisti. ~ Saghkh hiicre hattmda
canhlik oram hiicre hatlar1 aras1 biiyiik farkhlik gdztermemistir.

Optimizasyon c¢ahsmasmmn diger basamag olan 15k dozunda 6 farkh enerji
yogunluklar1 ile sitotoksisite ¢ahsmasi gerceklestirimisti. 5 j/cm?, 10 j/cm?, 15
j/em?, 20 j/cm?, 25 j/ecm? ve 30 j/cm? enerji yogunluklarmda lazer ve LED
uygulamalar1 gerceklestirilmis olup XTT testi ile analiz edilmistir.

Lazer grubunda yapilan sk dozu cahsmasnda HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda
5j/cm?  enerji yogunlugunda canltk %96,59, 10 j/cm?® enerji yogunlugunda
canhlk %91,15, 15 j/cm? enerji yogunlugunda canhlk %95,66, 20 j/cm? enerji
yogunlugunda canlik %93,36, 25 j/cm? enerji yogunlugunda canhk %94,90 ve 30
j/cm? enerji yogunlugunda canhlik %94,04 olarak belirlenmistir.

LED grubunda yapilan 151k dozu cahsmasmda HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda
5j/cm?  enerji yogunlugunda canhik %95,73, 10 j/cm? enerji yogunlugunda
canllk %95,35, 15 j/cm? enerji yogunlugunda canhk %95,90, 20 j/cm? enerji
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yogunlugunda canhlk %93,36, 25 j/cm? enerji yogunlugunda canhik %93,80 ve 30
j/cm? enerji yogunlugunda canhlik %89,98 olarak belirlenmistir.

Kontrol olarak WI-38 normal insan akciger fibroblasti hiicre hattmmn lazer grubunda
yapilan sk dozu ¢absmasmda 5j/cm? enerji yogunlugunda canhik %100,25, 10
j/cm?  enerji yogunlugunda canhhk %100,32, 15 j/cm? enerji yogunlugunda
canhlk %101,51, 20 j/cm? enerji yogunlugunda canhhk %99,31, 25 j/cm? enerji
yogunlugunda canhk %96,21 ve 30 j/cm? enerji yogunlugunda canhlk %99,06
olarak belirlenmistir.

WI-38 normal insan akciger fibroblasti hiicre hattmn LED grubunda yapilan 15k
dozu gahsmasmda 5j/cm? enerji yogunlugunda canlk %99,57, 10 j/cm? enerji
yogunlugunda canhhk %99,68, 15 j/cm? enerji yogunlufunda canhik %97,84, 20
j/cm? enerji yogunlugunda canhk %94,77, 25 j/cm? enerji yogunlugunda canhik
%101,26 ve 30 j/cm? enerji yogunlugunda canhlik %99,12 olarak belirlenmistir.

Yapilan sk dozu ¢absmalarmda ana deney ¢absmalari icin 10 j/cm?, 15 j/cm® ve
20 j/cm? enerji yogunluklar belirlenmisti. Bu degerler her grup icin tek tek analiz
edimis ve karsilastrmalarmi yaptiktan sonra karar verilmistir.

Literatirde de belirtilen fotodinamik terapi 3 Onemli bilesenin varhg: ve bu
bilesenlerin bir araya gelince olusturdugu etkilesim Onemlidi. Bu bilesenler tek
basma toksik olmaylp bir araya geldiginde kanserli hiicrelerde oOliimciil bir etki
yapmasi beklenmektedir [80]. Elde edilen sonuglara bakildigi zaman ALA-5’in ve
5tk dozunun hiicreler iizerinde tek basma toksik etki yapmadigi literatiirdeki
caligmalarla Ortiismektedir (Tablo 2.9.). Bu manada yapilan optimizasyon g¢alsmasi
sonucu elde edilen verilere gore 1 mM ALA-5 dozu ve 10 J/cm?, 15 J/cm? ve 20

J/cm? sk dozlan secilerek fotodinamik terapi gerceklestirilmistir.

Ana deney cahsmalari lazer ve LED 15tk kaynaklaryla iki farkh dalga modu ve ii¢
farkli enerji yogunlugu kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Lazer ve LED grubu seklinde fotodinamik terapi uygulamalar gergeklestirilmis olup
devamh ve puls dalga modu gruplart olusturularak ana deney ¢alismasi
gerceklestiriimisti. Tim deney gruplarmda 1 mM ALA-5’in 4 saatlk mnkiibasyonunu
takiben fotodinamik terapi uygulamalart gerceklestirimisti.  Fotodinamik terapi
uygulamalarmdan 24 saat sonra XTT testi ile hiicre canhlimi analizleri
gerceklestirilmistir.

Lazer grubunun devamh ve puls dalga modu kullanilarak HT-29 hiicreleri iizerinde
fotodinamik terapi gerceklestirilmistir.

Lazer grubunda 40 mW /cm? giic yogunlufu ve devamh dalga modu kullanilan HT-
29 kolon kanseri hiicrelerinin XTT analizi sonrast 10 j/cm? enerji yogunlugunda
%59,81, 15 j/cm? enerji yogunlugunda %57,66 ve 20 j/cm? enerji yogunluunda
%56,71 canhlik gbzlemlenmistir.

80 mW /cm? giic yogunlugu ve devamh dalga modu kullandan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonrast 10 j/cm? enerji yogunlugunda %54,06, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %52,84 ve 20 j/cm? enerji yogunlugunda %55,12 canllik

gozlemlenmistir.

40 mW /cm? giic yogunludu ve puls dalga modu kullanlan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonras1 10 j/cm? enerji yogunlugunda %59,94, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %64,29 ve 20 j/cm? enerji yogunlugunda %61,02 canlik

gozlemlenmistir.

80 mW /cm? giic yogunlugu ve puls dalga modu kullanlan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonrast 10 j/cm? enerji yogunlugunda %58,04, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %52,81 ve 20 j/cm? enerji yogunlufunda %50,96 canhhk

gozlemlenmistir.

Devaml dalga modu HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin XTT analizi sonrast canliik
degerinin en fazla oldugu 10 j/cm?® enerji yogunlugunda %59,81°dir. Puls dalga
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modu HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin XTT analizi sonrasi canllk degerinin en

fazla oldugu 15 J/cm? enerji yogulugunda %64,29dur.

LED grubunun devamh ve puls dalga modu kullamlarak HT-29 hiicreleri iizerinde
fotodinamik terapi gerceklestirilmistir.

40 mW /cm? gii¢ yogunlugu ve devamh dalga modu kullamlan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonrast 10 j/cm? enerji yogunlugunda %67,50, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %64,59 ve 20 j/cm? enerji yogunlufunda %40,74 canhhk

gozlemlenmistir.

80 mW /cm? giic yogunlugu ve devamh dalga modu kullandan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonras1 10 j/cm? enerji yogunlugunda %63,22, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %63,74 ve 20 j/cm? enerji yogunlugunda %37,30 canllik

gozlemlenmistir.

40 mW /cm? giic yogunludu ve puls dalga modu kullanlan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonrast 10 j/cm? enerji yogunlugunda %69,97, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %61,25 ve 20 j/cm? enerji yogunlugunda %45,89 canliik

gozlemlenmistir.

80 mW /cm? giic yogunlugu ve puls dalga modu kullanlan HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin XTT analizi sonrast 10 j/cm? enerji yogunlugunda %72,37, 15 j/cm?
enerji yogunlugunda %63,22 ve 20 j/cm? enerji yogunlufunda %43,18 canliik

gozlemlenmistir.

Devamh dalga modu HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin XTT analizi sonrasi canliik
degerinin en fazla oldugu 10 j/cm? enerji yogunlugunda %67, 50°. Puls dalga modu
HT-29 kolon kanseri hiicrelernin XTT analizi sonrast canllik degerinin en fazla
oldugu 10 J/cm? enerji yogulugunda %69,97 dir.
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Elde edilen bulgulara gore kullanlan sk kaynaklarmm, isik dozlarmm, farkh dalga
modlarmm, gii¢ yogunlugu ile iliskili tedavi siiresi gbi parametreler fotodinamik
terapi lzerinde c¢ok etkili oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.’de goriildiigi
gibi sonuglar incelendiginde HT-29 kolon kanseri hiicre hattmn canlii, devamh
dalga modu kullamlarak maruz kalman 15Kk dozlarmmn artmasiyla azaldig

gozlemlenmistir.

Fotodinamik terapide devamh ve puls dalga modlarmmn etkinligi arastriimaktadr.
Bir grup bilim msanmn hematoporfirin tiirevi fotoduyarh maddesi ile yapti@i bir
cahymada puls dalga modunun apoptozu indikkledigini, devamh dalga modunun
nekroza yol actifi ve daha sitotoksik oldugunu belirtmislerdir. Fotoduyarh maddeler
kullanilarak ~ yapilan fotodmamik terapi i¢cin devamh ve puls dalga modunun
karisilastirilabilr ~ etkinliginin -~ oldugunu  gosteren c¢ahgmalar bulunmaktadr. Bunun
yam swa bir grup arastrmacilar puls dalga modu kullanilarak gergeklestirilen
fotodinamik terapi etkinlignn daha diisik oldugunu belirtmislerdi. Devamh dalga
ismlamasmmdan  sonra dokularda lokal 1Smma ve termal hasar goriilme riski
bulunmaktadr. Cabgmalarm i vivo asamasmda saghkh dokulara hasar vermemek
adma puls dalga modlu fotodinamik terapi kullanilmasi1 Onerilmistir.

Cabsmalarda kullanllan 15k kaynaklar, 15k kaynaklarmmn dalga doyu ve modu,
enerji yogunlugu ve 15k dozu, kullanilan fotoduyarh madde, fotoduyarh maddenin
dozu ve hiicresel lokalizasyonu gibi parametreler fotodinamik terapinin birbirimden

farkh sonuglarint meydana getirmektedir.

Elde ettigimiz ¢aliyma sonuglarma bakidignda kullandan sk kaynagy isik dozu,
dalga modu, fotoduyarh madde ve dozu gbi parametrelerin fotodmamik terapi
sonrast meydana gelen sitotoksisiteyi etkiledigi goriimiistii. LED ile gerceklestirilen
fotodinamik terapi, lazer ile gergeklestirilen fotodinamik terapiye kiyasla daha fazla
sitotoksik etki braktigi gbzlemlenmisti. Devamhi dalga modu ile igsmlanan hiicreler
puls dalga modu ile ismlanan hiicrelere daha daha sitotoksik oldugu sonucuna
ulagilmustir.
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Bu tez cabsmasi kolon kanserine yonelk fotodinamik terapi uygulamalarm
laboratuvarda otomatize eden LED ve lazer sistemleri kullamlarak tedavi etkinliginin
artmasm saglayacak protokol ile literatiire katki saglanmasi beklenmektedir. Yapilan
tez ¢alsmasmda otomatk konumlama ve doz kontrolii LED sistemi ve halihazirda
var olan lazer cihazz ile devamh ve puls dalga modlarn kullamlarak ALA-5
fotoduyarh maddesinn kolon kanseri hiicre hatti iizerindeki etkileri incelenmistir.
Yapilan c¢algmayla HT-29 kolon kanserine 6zel optikk karakterizasyon ile tedavinin
hedeflenmesi bu cahsmay1 6zgiin kilmaktadir.

Yapilan ¢ahsma sonucu 10 j/cm? ve 15 j/cm? enerji yogunluklarmda lazer sistemi
ile yapilan fotodinamik terapinin daha sitotoksik ozellikler gosterdigi 20 j/cm?
enerji yogunlugunda ise LED sistemi ile yapilan fotodinamik terapmin daha
sitotoksik  Ozellikler gosterdigi goriilmiistir. Devamh ve puls dalga modlan ile
gerceklestirilen fotodinamik terapide devamh modun puls dalga moduna gore daha
fazla sitotoksik oldugu sonucu ¢ikmustir.

Sonu¢ olarak i vitro kosullar altmda gerceklestirilen bu deneyin gelecek
caligmalarda kolon kanseri i¢gn lazer ve LED sistemlerinin kullamlabilecegini
gostermistir. Bir sonraki g¢aligmalarda bu iki sistemi daha iyi karsilastrma adma
apoptoz ve nekroz Olim oranlar1 belirlenmelidi. Bu sayede yiiksek apoptoz oram
gosteren ve bu manada tedavi etkinligini en iyl kantlayan dozlar bularak c¢ahsmanm

mn vivo kosullar altmda da gerceklestirilmesi onerilmektedir.
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